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Introduccion I

1. La enfermedad de Chagas

1.1Descripcién general

El protozoario flagelado 7Trypanosoma cruzi es el parasito causal de la enfermedad
de Chagas. El agente etiologico fue descripto por primera vez en 1909 por Carlos Chagas.
Considerada una de las parasitosis mas importantes en América Latina, se extiende desde el
paralelo 42 norte hasta el 46 sur. Se estima que 90 millones de personas estan bajo riesgo
de infeccion (1). Los vectores de la enfermedad pertenecen a la familia Reduvidae, y en
Argentina, la especie de importancia epidemiologica es Triatoma infestans (2), conocida
como vinchuca. La distribucion de la parasitosis se superpone con la distribucion
geografica del vector debido a que esta asociada a factores socio-economicos de pobreza

que favorecen su instalacion en la vivienda humana.

El hombre habitualmente se infecta con 7. cruzi a través de los tripomastigotes
infectivos contenidos en las deyecciones del vector. A pesar que la transmision vectorial es
la mas importante, cabe destacar que las transfusiones de sangre, la transmision

transplacentaria y el transplante de 6rganos son también mecanismos de transmision (3, 4).

1.2Etapas de la enfermedad

La enfermedad se manifiesta en s6lo un 5% de los individuos infectados y

generalmente las manifestaciones clinicas mas severas ocurren en nifios menores de 2 afios.

Los sintomas mas comunes suelen ser fiebres, cefaleas, irritabilidad, un cuadro
general muy parecido a un estado gripal. Al penetrar en el huésped, el parasito produce una
inflamacion local llamada “chagoma”. Si el parasito entra a través de la conjuntiva o la piel

periorbitaria, se desarrolla el complejo oftalmoganglionar o Signo de Romaiia. Este signo
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tipico de la enfermedad, se detecta en aproximadamente el 90% de los casos de infeccion

reciente (1).

La mayoria de los casos fatales presentan dafios cardiacos severos y/o

meningoencefalitis chagasica principalmente durante el primer mes de la enfermedad.

La etapa aguda, que dura entre 40 y 60 dias, se caracteriza por una parasitemia
elevada que disminuye hasta niveles practicamente indetectables al entrar en la_etapa
cronica. Durante esta segunda fase, la enfermedad puede permanecer durante décadas sin
manifestarse clinicamente. El 20% de los pacientes cronicos pueden desarrollar formas
tipicas de la enfermedad de Chagas, caracterizadas por las megavisceras, cardiopatias,
afecciones neurologicas, hipertrofia y dilatacion del tubo digestivo (5, 6). En nuestro pais la

sintomatologia mas frecuente es la miocardiopatia chagasica (7).

Existe otra etapa ubicada entre las anteriores denominada fase indeterminada. Esta

comienza entre 8 y 10 semanas después de transcurrido el periodo agudo. Su nombre se
debe a que carece de manifestaciones clinicas, aunque los pacientes mantienen su serologia
positiva. Cabe destacar que solo entre un 20 y un 60% de los casos son parasitologicamente
positivos, cuando se los estudia por xenodiagnostico, ya que los parasitos circulantes son de
dificil deteccion. Aproximadamente el 70% de los infectados permanecen en la misma

condicion de enfermedad no progresiva durante el resto de su vida.

La transmision transplacentaria, por transfusiones o transplantes puede ocurrir tanto
en las etapas aguda, indeterminada o crénica de la infeccion. Aproximadamente entre 0.5 y

3.5% de los hijos de madres chagasicas nacen infectados.

El Trypanosoma cruzi induce en el huésped mamifero una fuerte respuesta inmune
humoral y celular. Ambas intervienen en el equilibrio huésped-parasito. La respuesta

humoral especifica se utiliza para el diagnostico, ya que se mantiene toda la vida.
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La participacion de las reacciones de autoinmunidad en la enfermedad de Chagas es
un tema en discusion en el que ultimamente ha habido aportes. Desde hace mucho tiempo
se sospecha de un componente autoinmune en la enfermedad de Chagas, idea avalada por
distintos experimentos en los que se demostraban una reaccion cruzada entre antigenos del

parasito y del hospedador vertebrado.

Algunos de estos antigenos del hospedador pertenecen al tejido cardiaco que es uno
de los organos afectados por la presencia del parasito. También se habian encontrado
antigenos de reaccion cruzada en el sistema nervioso perisférico, y la respuesta inmune
resultaba en una patologia que llevaba a la desmielinacion y finalmente degeneracion

axonica (8).

Sin embargo, esta hipotesis ha sido puesta recientemente en duda por un trabajo del
grupo de Tarleton (9) en el cual, con experimentos de trasplantes cardiacos, se demostro
que en ausencia de parasitos no hay enfermedad. Existen a su vez otros trabajos sobre
inhibidores de la sintesis de esteroles, que actuarian sobre el citocromo P-450, que

apoyarian esta ultima hipotesis (10).

1.3Diagnéstico

Para realizar un diagnostico certero de la enfermedad de Chagas, se debe

discriminar la etapa de la enfermedad en que se encuentra el paciente.

Debido a que en la etapa aguda de la infeccion la parasitemia es elevada, el método
de eleccion es la busqueda de tripomastigotes en sangre periférica. En la etapa cronica, en
cambio, los parasitos circulantes son de dificil deteccion, por lo que la sensibilidad del
xenodiagnostico y demas métodos similares es reducida. Los métodos utilizados de rutina
son los serologicos, entre los cuales los méas cominmente empleados son IFI
(inmunofluorescencia indirecta), ELISA, IHA, DA (hemoaglutinacion indirecta y directa) y

fijacion del complemento (1).
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1.4Tratamiento

El tratamiento antiparasitario en humanos ha resultado eficaz en los casos agudos,
aunque se ha comunicado que en nifios con infeccion congénita, el mismo puede ser
efectivo por lo menos durante los primeros 16 meses de adquirida la infeccion (11). El

tratamiento no es efectivo en casos cronicos.

Existen actualmente dos compuestos nitroheterociclicos utilizados: el nifurtimox
(Lampit, Bayer), y el benznidazol (Radanil, Roche). Ambos pueden producir severos
sintomas de intolerancia y el porcentaje de pacientes curados varia con la cepa de parasito

infectiva.
Estas dificultades obligan al desarrollo de nuevas drogas o de una vacuna, pero

hasta el momento los distintos intentos no han resultado efectivos, obteniéndose, en el

mejor de los casos, curacion parcial.

2. Trypanosomas

Los trypanosomas son protozoos parasitos que causan serias enfermedades en el
hombre y en animales domésticos en Africa y América Latina. Son flagelados digeneicos
que presentan durante el ciclo de vida alternancia entre un huésped invertebrado y uno
vertebrado (12, 13).

Las investigaciones se han centrado en dos especies de trypanosomas, debido a su
importancia sanitaria: Trypanosoma brucei que produce la trypanosomiasis africana o
enfermedad del suefio, transmitida por la mosca fse-tse, y Trypanosoma cruzi que es el

agente causal de la enfermedad de Chagas.
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2.1 Taxonomia

Los protozoos son organismos eucariotas unicelulares. En la clasificacion moderna
son considerados un subreino del reino Protista. Los trypanosomas, y mas precisamente
Trypanosoma cruzi, son protozoos cuya ubicacion taxonémica, segun una revision del

Comité de Sistematica y Evolucion de la Sociedad de Protozoologia es la siguiente:

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora: un solo tipo de nucleo; flagelo, pseudo-podio o
ambos tipos de organelas.

Subphylum Mastigophora: uno o més flagelos; reproduccion asexual por
fision binaria; reproduccion sexual en algunos grupos.

Clase Zoomasti gophora: cloroplastos ausentes; uno o mas flagelos.

Orden Kinetoplastida: uno o dos flagelos que emergen de una depresion; una
sola mitocondria que se extiende por toda la célula como un tnico tubo o una red de
tubos; generalmente una organela autorreplicante, el kinetoplasto; aparato de Golgi
tipicamente en la region de la depresion flagelar; parasitos y de vida libre.

Suborden Trypanosomatina: un solo flagelo libre 6 con membrana
ondulante; kinetoplasto pequefio y compacto; parasitos.

Familia Trypanosomatidae: incluye varios géneros monogeneicos (parasitos
de invertebrados): Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas 'y géneros
digeneicos (parasitos que alternan con huésped vertebrado e invertebrado):
Leishmania, Trypanosoma.

Género Trypanosoma

Subgénero Schyzotrypanum

Especie cruzi
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Los miembros del género 7rypanosoma han sido divididos en dos grandes grupos:

p

» El grupo Salivaria incluye los trypanosomas que completan su desarrollo en las

glandulas salivales del vector.

Ej: Trypanosoma brucei, Trypanosoma congolense.
» El grupo Estercoraria comprende los trypanosomas que completan su desarrollo
en el tubo digestivo del vector.

Ej: Trypanosoma cruzi y Trypanosoma lewisi.

2.2 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

Hospedador mamifero

-~ = Tripomastigote

Amastigote -
9 @ sanguineo
.. -

| \
\\ ]

Tripomastigote !
metaciclico

/ ) Epimastigote
k,____w___..——f'/

\
Insecto vector \

5

Figura 1. Ciclo de vida de 7Trypanosoma cruzi.
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2.2.1 En el huésped invertebrado

El vector (normalmente la vinchuca) es un insecto hematofago que se infecta por
ingestion de trypanosomas presentes en sangre periférica del huésped vertebrado. Las

formas sanguineas ingeridas (trypomastigotes) se diferencian en el intestino medio, dando

epimastigotes, los cuales se dividen activamente en el intestino y mantienen un estado
permanente de infeccion en el insecto. En el recto, algunos epimastigotes se diferencian en

trypomastigotes metaciclicos infectantes que se eliminan con las heces durante o después

de la ingesta de sangre del insecto.
No han sido detectados estadios intracelulares del parasito en el vector.

2.2.2 En el huésped vertebrado

Los tripomastigotes metaciclicos eliminados con las heces del insecto penetran en el
huésped vertebrado a través de microescoriaciones de la piel o de mucosas como la
conjuntiva. Invaden luego las células por un proceso de endocitosis iniciando asi el ciclo
intracelular. La primera célula a infectar es el macrofago. La forma tripomastigote, a
diferencia de la epimastigote, es entonces capaz de invadir células del huésped y resistir al
ataque de los lisosomas mediante el escape, por varios medios, de la vacuola fagocitica. El
pasaje por las vesiculas lisosomales seria necesario para la posterior diferenciacion del
parasito ya que la incubacion de tripomastigotes en un medio de pH 5,2 produce la
diferenciacion al estadio de amastigotes (14), que son formas redondeadas que poseen un
flagelo muy pequefio y que se multiplican por fision binaria dentro del citoplasma de la
célula. La transformacion de amastigotes en trypomastigotes sanguineos comienza cuando
la célula termina de llenarse de amastigotes y se desconoce cuales serian las sefiales
involucradas en esta diferenciacion. Las células parecen soportar la parasitemia sin dafio
aparente. Luego de la ruptura, la célula muere y se liberan los parasitos (trypomastigotes)
en el torrente sanguineo, por el cual circulan hasta que penetra en nuevas células y

comienzan nuevamente el ciclo.
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3)

4)

3)

Fermentacion aerobica: El 7rypanosoma cruzi es capaz de degradar la glucosa tanto en
aerobiosis como en anaerobiosis, pero el catabolismo aerdbico no lleva exclusivamente
a la produccion de CO,, sino que también existe una verdadera 'fermentacién
aerébica", con liberacion al medio de cantidades importantes de succinato y L-alanina,
con algo de acetato (13, 16, 17).

El consumo de glucosa y la produccion de catabolitos reducidos, es similar en
aerobiosis y en anaerobiosis. Las tres formas del parasito (epimastigote, tripomastigote

y amastigote) producen succinato al metabolizar la glucosa.

Edicion del ARN: El término "edicion del ARN" describe el procesamiento de
transcriptos primarios de ARN que lleva a la obtencion de moléculas de ARN
mensajero listas para ser traducidas y obtener proteinas funcionales (18). El proceso de
edicion implica la insercion y la delecion en menor grado de uridinas en el transcripto
primario. Los cambios en la secuencia del ARN crean codones de iniciacion (AUG),
codones de terminacion, y marcos de lectura abiertos. Este fenomeno ocurre en los
transcriptos mitocondriales de protozoos parasitos del orden Kinetoplastida pero
también se ha observado en otros tipos celulares.

El mecanismo de edicion del ARN representa un nuevo método de

procesamiento del ARN y también una forma de regulacion genica.

Complejidad de la membrana plasmatica: La primera y mas importante area de contacto

entre el huésped y el parasito es la superficie de la célula del trypanosoma. Por eso, es
esencial conocer la estructura y funcion de sus componentes. El objeto principal de la
investigacion es identificar y aislar polipéptidos que sean importantes en la
estimulacion de una respuesta inmune protectora (19).

Asimismo, otros aspectos de la interaccion huésped-parasito estan recibiendo

atencion:

a) Los determinantes que llevan al contacto y la penetracion.

b) Las bases de las interacciones entre moléculas del huésped (nutrientes y factores de



Introduccion I

crecimiento) y moléculas del parasito (receptores).
¢) Los mecanismos de resistencia del parasito en sus distintos estadios, a los factores liticos

y toxicos que proporciona el ambiente del huésped.

En particular, estos conceptos son pertinentes al 7rypanosoma cruzi el cual esta
expuesto al plasma y luego a intermediarios de oxigeno toxicos generados durante la
fagocitosis. El estado epimastigote de 7rypanosoma cruzi es eficientemente destruido por
suero humano por la activacion de la via alterna del complemento. En cambio, el
tripomastigote metaciclico infectivo, el amastigote intracelular y las formas sanguineas
tripomastigote no son lisadas al incubarse con suero humano. A pesar del gran nimero de
estudios que se estan realizando, no se tiene una idea clara de la superficie de 7rypanosoma
cruzi debido a la complejidad de su composicion antigénica, si bien el avance en este tema

es continuo.
Existen evidencias de un anclaje del tipo fosfatidil inositol de algunos antigenos de

superficie (Trans-sialidasa), de manera similar al ya visto en las glicoproteinas antigénicas

variables de superficie de los trypanosomas africanos (20).

3. Proteasas

3.1 Generalidades

El término proteasa fue establecido en 1928 para definir a las enzimas que degradan
proteinas mediante la hidrolisis de sus enlaces peptidicos. La terminologia aceptada

actualmente es (21):

ENDOPEPTIDASAS (proteinasas)
PROTEASAS (hidrolasas peptidicas)
EXOPEPTIDASAS (peptidasas)

10
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Por lo tanto, el término proteinasa se aplica solo a las proteasas de tipo
endopeptidasas, que tienen sitios activos especificos que no aceptan sustratos con extremo
amino y carboxilo cargados. Las exopeptidasas requieren estos grupos y son capaces de

remover uno, dos o tres residuos aminoacidicos del extremo N y uno o dos del C-terminal.

El sitio activo de las exo y endopeptidasas tiene un rol dual: fijar el sustrato y

catalizar la hidrolisis de un enlace peptidico especifico.

Se presume que las proteasas aparecieron en las primeras fases de la evolucion, ya
que organismos primitivos debieron necesitarlas para la digestion y para el metabolismo de
sus proteinas (22). En el curso de la evolucion adquirieron funciones mas complejas, como
ser la regulacion fisiologica y al mismo tiempo mas especificas, restringiendo su accion a

determinadas uniones peptidicas en sustratos especificos.

Muchos procesos fisiologicos estan regulados por este tipo de proteolisis, por
ejemplo: la coagulacion y la fibrindlisis, la liberacion de hormonas peptidicas de moléculas

precursoras, el transporte de proteinas a través de las membranas.

Existen dos mecanismos por los cuales se regula la actividad de las proteasas:

1) La activacion de precursores inactivos de proteasas (zimégenos) mediante una
proteolisis limitada.
2) La inactivacion de proteasas por la formacion de complejos con inhibidores proteicos,

peptidicos o su propio pro dominio, en cis y en trans.

En 1960, Hartley propuso una clasificacion de las proteasas (exo y endopeptidasas)
no basada en su especificidad ni en su origen, sino en el mecanismo catalitico de la
reaccion. Las “clases” cataliticas de Hartley han sido precisadas como serin, cistein, aspartil

y metalo proteinasas (21, 23).
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Sin embargo, las exopeptidasas se clasifican actualmente por su especificidad (24),

mas que por su mecanismo catalitico en:

EXOPEPTIDASAS

¢ Aminopeptidasas

»
0.0

Dipeptidil-peptidasas, tripeptidil-peptidasas

¢ Carboxipeptidasas

s+ Peptidil-dipeptidasas

..

» Dipeptidasas

** Omega peptidasas

ENDOPEPTIDASAS
@) -> aminoacido
> > bloqueo terminal

ny

OO0OO0OO0O0O0O0

gOOOOOO

O0O0OO0O0OO0O0

OO0OO0O0000

OOOOOOg

OO

000036 X
L3B0000

OO0000O0

Figura 2. Clasificacion de las proteasas por su especificidad.
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Si se quisiera subdividir las exo y endopeptidasas por su mecanismo catalitico, su

clasificacion seria:

CLASIFICACION DE LAS PROTEASAS SEGUN SU MECANISMO
CATALITICO?

Y

SERINA Triada catalitica Ser, His, Asp. Intermediario covalente con el
OH de la Ser. Inhibidas por DIFP, PMSF, TLCK, TPCK,
leupeptina, quimostatina. Ejs.: Quimotripsina, Subtilisina,
etc.

» CISTEINA Triada catalitica Cys, His, Asn. Intermediario covalente con
el SH de la Cys. Inhibidas por E-64, organomercuriales,
TLCK, TPCK, leupeptina, antipaina, iodoacetamida. Ejs.:
Papaina (catepsinas B, H, L y S, proteinasas de parasitos),
Calpainas, etc.

» ASPARTIL Dos residuos de Asp, que en mamiferos provienen uno de
cada uno de dos dominios homologos. pH optimo muy acido.
Inhibidas por pepstatina. Ejs.: Pepsina (renina, catepsinas D y
E), endopeptidasa de HIVy otros retrovirus, leucemia, etc.

v

METALO Atomo de Zn ligado por dos His y un Glu. HEXXH es el
motivo que liga Zn. Resto de la molécula poco conservado.
Inhibidas por quelantes de metales (o-fenantrolina, EDTA).
Ejs.: Termolisina, Colagenasa, incluyendo gelatinasas, etc.

» TREONIN Residuo de Thr N-terminal; intervienen en la catalisis el -OH
y el grupo —NH; terminal. Inhibidas especificamente por
lactacistina. Presentes en la inmensa mayoria de los seres
vivos, desde Archaea y Eubacteria hasta mamiferos. Ej.:
Proteasoma.

» PROTEASAS DE MECANISMO CATALITICO DESCONOCIDO

* Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular,
“Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, Orlando, Florida, USA, 1992.
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Se conocen carboxipeptidasas pertenecientes a las clases serin, cistein vy

metaloproteinasas.

3.2.1 Proteasas en Protozoarios parasitos

Algunas funciones potenciales de las proteasas en los parasitos incluirian (23):

1. Invasion del hospedador facilitada por degradacion catalizada de los tejidos conectivos.

2. Metabolismo dentro del hospedador tomando ventaja de proteinas abundantes del
mismo en el ambiente donde reside el parasito (por ¢j.: la degradacion masiva de la
hemoglobina por Plasmodium spp.).

3. Evasion inmune o modulacion por degradacion o activacion de moléculas
inmunologicas del hospedador.

4. Interaccion con los sistemas de coagulacion y fibrinolisis de la sangre que por si
mismos estan compuestos de cascadas de reaccion catalizadas.

5. Remodelacion de los parasitos durante la transicion de un estadio morfologico a otro.

6. Activacion o recambio de hormonas peptidicas, enzimas o proteinas regulatorias.

7. Degradacion de proteinas del citoesqueleto del hospedador durante la invasion o ruptura

de las células del parasito.

Se debe tener cuidado de no suponer que los sustratos utilizados in vitro por las

proteasas de los parasitos son necesariamente los sustratos naturales.

3.2.2 Proteasas en Trypanosoma cruzi

T. cruzi presenta distintas actividades proteoliticas. En general, las descriptas
corresponden a proteinasas de tipo cisteina, serina, y metalo (25). También se han descripto

de tipo treonina y mecanismo catalitico desconocido Hasta el momento no se informé la
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presencia de aspartil proteinasas. Con respecto a las exopeptidasas, hay pocas

descripciones, muy superficiales, en preparaciones crudas.

Entre las proteinasas de tipo cisteinicas, se encuentra la cruzipaina, la cistein
proteinasa mayoritaria del parasito en el estadio epimastigote. Esta enzima presenta un
patron de triple banda al correr reducida y hervida en geles de poliacrilamida (26). La
explicacion a este patron respondia a la presencia de una banda pequena (alrededor de 25
kDa) correspondiente al dominio C-terminal de la enzima producto de autoproteolisis, una
banda media perteneciente a la enzima madura en su dominio catalitico, y una banda
superior (ambas entre los marcadores de 45 y 66 kDa) que podria corresponder a un
polimorfismo de los numerosos que presenta la enzima al estar codificada por 130 genes en

tandem (27) o por la presencia de diferentes glicosilaciones.

Representacion de corrida de la cruzipaina:

PM CRUZIPAINA

Sin embargo, por otros trabajos realizados en el laboratorio por el Lic. Carlos
Labriola donde, luego de un tratamiento con anti-calreticulina a complejos anti-cruzipaina-
cruzipaina-calreticulina (28), se observa una banda cercana a 66 kDa en el RER y una doble
banda en los lisosomas. Esto pensamos podria sugerir que en su localizacion lisosomal
final, la cruzipaina esta en forma madura e inmadura, mientras que en una posicion previa

se encuentra s6lo una proforma (banda superior), como se propone para otras enzimas de la
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superfamilia de la papaina, como la procatepsina B (29). Se propone en realidad una forma
intermedia de proenzima pues ambas presentan actividad gelatinolitica, mientras se supone
que una proforma completa no deberia tener actividad, al ser el dominio pro un inhibidor

natural de las proteasas.

3.3 Carboxipeptidasas

Las serin carboxipeptidasas se encuentran ampliamente distribuidas entre los
hongos, las plantas superiores y los animales (30 - 35). Pertenecen a la familia S10 de las
Carboxipeptidasas C. Esta familia incluye a la carboxipeptidasa C propiamente dicha, la

carboxipeptidasa Y, la carboxipeptidasa tipo Y, la carboxipeptidasa A lisosomal, etc. (30).

Peptidasa EC Caddigo en base de datos
.| Family S10: Carboxypeptidase C
" Carboxypeptidase C (forms I and III) 3.4.16.5 CBP1_HORVU, CBP3_*,
(D10985), (D17586)
Carboxypeptidase D 3.4.16.6 KEX1_YEAST, CBP2_*
Carboxypeptidase Y (Saccharomyces) 3.4.16.1 CBPY_*, (D10199)
Carboxypeptidase Y-like protein (Arabidopsis) - CBPX_ARATH
Carboxypeptidase Y-like protein (rice) - MD17587)
Lysosomal carboxypeptidase A 3.4.16.5 PRTP_*
Serine-type carboxypeptidase (Caenorhabditis) - (M75784)
Serine-type carboxypeplidase (Aedes) - (M79452)
Virulence-related protein (Naegleria) - (M88397)

Figura 3. Peptidasas de la familia de la Carboxipeptidasa C (S10)

Como muchas proteinasas son sintetizadas como pre-pro-enzimas consistentes en
un péptido sefial tipico, seguido por un propéptido (que participa en la inhibicién y el
plegamiento) y la proteina madura. Suelen tener PM aparentes de subunidades entre 45 y
75 kDa. Son enzimas glicosiladas en distinto grado, con puentes disulfuro y sulfidrilos

libres, monomeéricas o multiméricas pero sin que ello influya en la actividad (30). Presentan
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actividades de dipeptidasas y en general también de esterasas. Son inhibidas por di-
isopropilfluorofosfato, inhibidor especifico de serin proteasas, y presentan la triada

catalitica Ser/Asp/His (30).

En todos los organismos en los que aparecen podrian desempefiar varias funciones.
Al ser enzimas vacuolares o lisosomales participan en el recambio general de proteinas, y
como enzimas extracelulares, clivan aminoacidos necesarios para la nutricion a partir de

péptidos y proteinas externas (30).

Funciones mas especificas fueron descriptas para el procesamiento proteolitico, la
regulacion de los niveles de hormonas peptidicas y, en complejos con la B-galactosidasa y
la neuraminidasa, son descriptas como proteinas protectoras requeridas para el ensamblaje
de la particula funcional (30). Su ausencia como proteina protectora provoca en humanos
una patologia conocida como galactosialidosis, que ha originado muchos trabajos de

investigacion.

Ademas, algunas proteasas pueden permitir la introduccion de estructuras no
codificadas por los genes como ser la introduccion de grupos amida. Las exopeptidasas
pueden catalizar especificamente modificaciones en la parte terminal de péptidos y
proteinas sin clivajes internos. Entre ellas, las serin carboxipeptidasas son muy utiles para
estos fines. Por ejemplo, en reacciones de transpeptidacion catalizadas por serin
carboxipeptidasas, un nucleofilo adicionado especificamente reemplaza el aminoacido del
carboxilo terminal. Esta propiedad ha sido aplicada para el marcado radioactivo de péptidos
y proteinas, la amidacion C-terminal de precursores de hormonas y la alteracion de
secuencias C-terminales de péptidos. Estas capacidades posibilitan la utilizacion con fines
biotecnologicos de este tipo de enzima para la secuenciacion C-terminal de proteinas y la

sintesis de péptidos (36).

En base a las numerosas funciones y aplicaciones que se proponen para las serin

carboxipeptidasas en general, y la novedad de su presencia en un agente patdogeno como el
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I’ cruzi, causante de la enfermedad de Chagas (27), creemos que puede resultar importante
su presencia en el parasito. Por otro lado, hasta el momento su presencia quedaba
enmascarada por otra enzima, la cruzipaina, con la cual copurifican cuando se emplea la
cromatografia de afinidad en Con-A Sefarosa. Siendo la cruzipaina la cistein proteinasa
principal en el parasito (27), y habiéndosela investigado detalladamente, es posible que
algunas de las propiedades descriptas después de la introduccion de dicha cromatografia de
afinidad puedan corresponder en realidad a la carboxipeptidasa. Resulta pues necesario
realizar una discriminacion referida a las propiedades que le corresponden a cada una en

particular.



Objetivos



Objetivos II

Los objetivos del trabajo plantean:

A) Investigar la presencia de carboxipeptidasas en 7rypanosoma cruzi.

B) Realizar una purificacion parcial de la carboxipeptidasa hallada.

C) Caracterizar la enzima bioquimicamente.

D) Distinguir su actividad de la de la cruzipaina, principal cistein proteinasa del

parasito con la cual hasta el momento copurificaba en la etapa de Con-A

Sefarosa.



Materiales y Métodos
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1. Purificacién de la carboxipeptidasa

1.1 Preparacion del extracto libre de células

La enzima fue purificada de epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tulahuen, Tul 2.
Los epimastigotes se crecieron en estufa a 28°C, en un medio axénico descripto por

Cazzulo y colaboradores (37). Su composicion en g/l es:

Infusion de cerebro — corazon 33
Triptosa 3
Na;HPO,4.2H,0 4
KCl 0.4
Glucosa 0.3
Hemina 0.02
pH7,2-74

Antes de ser utilizado se agregan: suero fetal bovino inactivado (10% concentracion
final); penicilina 100 U/ml; y estreptomicina 100 pg/ml. Los cultivos se mantienen en
volumenes no mayores a 5 ml. Para la obtencion de epimastigotes se trabaja con cultivos no

menores de 100 ml.

5 g de las células fueron cultivadas, cosechadas y lavadas como se describe
previamente (37). Los epimastigotes fueron lisados por tres ciclos de congelado a —20°C y
descongelado a temperatura ambiente, el primero de los cuales es un congelamiento a —

20°C durante toda la noche.

Luego de esto, el precipitado fue resuspendido en 12,5 ml de TBS (Tris/HCl 50
mM, pH 7,6; NaCl 150 mM).
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El homogenato fue centrifugado a 11000 rpm en el rotor SS-34 de una centrifuga
Sorvall RC-5B durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y el precipitado
fue resuspendido en otros 12,5 ml de TBS. Luego de centrifugarlo nuevamente en idénticas
condiciones, ambos sobrenadantes fueron centrifugados juntos durante 30 minutos, a 19000
rpm a 4°C. El sobrenadante libre de células de esta ultima centrifugacion (25 ml) fue

conservado y el precipitado descartado.

1.2 Cromatografia de afinidad de ConA-Sefarosa

El sobrenadante fue adicionado con S mM de CaCl,, MnCl; y MgCl,. Se guardd
una alicuota para futuras mediciones y el resto fue aplicado a una columna de ConA-
Sefarosa equilibrada con TBS y 2 mM de los mismos cationes, luego de ser lavada con
TBS. Se percol6 la muestra centrifugada 3 veces a 4°C y se dejo acoplando durante toda la
noche a esa temperatura. Al dia siguiente se lavo con el buffer TBS y cationes y luego se le
aplico TBS con 0,5 M de a-metil-manosido y se lo incubo 1 hora a 37°C para equilibrarla.
Finalmente se eluy6 la columna con el a-metil-manosido a 37°C. Los primeros 28 ml del

eluido fueron dializados durante toda la noche contra Tris/HCI 5 mM, pH 7.6.
Se guardo una alicuota luego de la dialisis para medicion de proteinas y actividad.

1.3 Cromatografia de intercambio aniénico en columna Mono Q

La muestra eluida de la Con-A Sefarosa dializada y centrifugada (39 ml), fue
aplicada a una columna Mono Q 10/10 equilibrada con Tris/HCl 50 mM, pH 7,6 y 1 mM
EDTA, en un aparato de FPLC™ AKTA Purifier, Pharmacia, Biotgeh. Luego de un lavado
exhaustivo, la muestra fue eluida con un gradiente lineal de 0 a 0,5 M NaCl en el mismo

buffer, a un flujo de 2 ml/min, fracciones de 0,5 ml y un volumen total de 100 ml.
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1.4 Cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC)

Muestras con 1 M de sulfato de amonio fueron sembradas en la columna
hidrofébica Phenyl Sepharose High Performance equilibrada con 1 M sulfato de amonio en
agua Milli-Q. La columna fue corrida con un gradiente lineal desde 1 a 0 M de sulfato de

amonio, a una velocidad de 0,4 ml/min y un volumen total de 5 volimenes de columna.

1.5 Filtracién molecular en Superdex 75

Se utilizo una columna de Superdex 75, corrida en un equipo de FPLC™ AKTA
Purifier. La columna fue sembrada con 200 ul de muestra. Las condiciones de corrida

fueron velocidad de 0,5 ml/min, volumen total de 100 ml y fracciones de 1 ml. El buffer
utilizado fue el mismo que para la Mono Q, Tris/HCI 50 mM, pH 7,6 y ImM EDTA.

2. Evaluacioén de la purificacién

Las fracciones que presentaban absorbancia positiva a 280 nm, asi como las
alicuotas del extracto libre de células y la Con-A Sefarosa, fueron evaluadas por

electroforesis en gel y por medicion de actividad enzimatica.

2.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

PAGE fue llevado a cabo en minigeles (7 x 8,5 cm, 1 mm de espesor) de 12,5% de
acrilamida:bis-acrilamida, en presencia de 0,1% SDS, de acuerdo a Laemmli (38). Las
muestras con cracking buffer 1X, DTT 10 mM, hervidas 2 minutos a 100°C, fueron
corridas a 150V, en paralelo a marcadores de peso molecular (seroalbumina bovina de 66

kDa, ovoalbumina de 45 kDa y pepsina de 34,7 kDa) y un marcador preteiiido de 32 kDa
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(triosafosfato isomerasa), hasta que éste ultimo se encuentra a 1,5 cm del final del gel. En
ausencia de éste se corre hasta la salida del frente. En otras oportunidades se uso una
mezcla de marcadores de miosina (205 kDa), B-galactosidosa (116 kDa), fosforilasa b (97,4
kDa), seroalbumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa).

Los geles fueron tefiidos para proteinas con Coomasie Brilliant Blue R-250 0,2% en
metanol/acido acético/agua (50:7:43 v/v/v) durante 20 minutos en agitacion constante

suave. Los geles fueron destefiidos con metanol/acético/agua 50:10:40 v/v/v.

Para los casos en que la concentracion de proteina era menor, se utilizo la tincion
con nitrato de plata de mayor sensibilidad. En este caso a un lavado con metanol/acido
acético/agua bidestilada 50:10:40 v/v/v de 15 minutos se le agrega un paso mas de lavado
con una solucion de metanol/acido acético/agua bidestilada 7:5:88 v/v/v durante 15
minutos. Luego de esto se fijan los geles durante 20 minutos con aproximadamente 50 ml
de una solucion de glutaraldehido 10%. Se lava luego exhaustivamente con abundante H,O
destilada hasta eliminar todo rastro del fijador (1 a 2 horas). Se incuban entonces los geles
con una solucion de nitrato de plata amoniacal (AgNO; 0,8%, NaOH 0.04 N, NH; 1.4% en
H,O destilada) durante 15 minutos. Antes de revelar se lava con H;O destilada durante 15
minutos. El revelado se lleva a cabo por el agregado de 50 ml de una solucion de acido
citrico 0.06 mg/ml, conteniendo formaldehido al 0.02%. La reaccion se detiene por lavados

con 10% de acido acético en H,O destilada. El proceso se realiza con agitacion suave.

2.2 Medicidon de actividades

2.2.1 Actividad de carboxipeptidasa

La actividad de carboxipeptidasa fue seguida por la hidrolisis del sustrato

cromogeénico sintético N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Phe-Phe (FA-Phe-Phe) disuelto en metanol
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(concentracion final 0,2 mM), con 955 pl de acetato/acido acético 50 mM, pH 5 en
presencia de 1mM de EDTA. Se usaron habitualmente 20 pl de muestra. El curso de la
reaccion fue seguido espectrofotométricamente por la disminuciéon de absorbancia a 337
nm (30), usando un coeficiente de extincion de 2000 M. cm™. Se define una unidad

enzimatica como la cantidad de enzima que hidroliza 1 umol de sustrato por minuto.

2.2.2 Actividad de cruzipaina

La actividad de cruzipaina fue determinada con el sustrato cromogénico sintético
Bz-Pro-Phe-Arg-pNA (39) a pH 8, en presencia de 10 mM 2-mercaptoetanol. El curso de
la reaccion fue seguido espectrofotométricamente por el aumento de absorbancia a 410 nm.

La unidad enzimatica se define como para la actividad de carboxipeptidasa.

En base a lo observado en los geles y las medidas de actividades, se agruparon las

fracciones de acuerdo a si presentaban actividad de carboxipeptidasa o cruzipaina o ambas.

Las fracciones de cruzipaina pura fueron dializadas exhaustivamente contra

Tris/HCI 5 mM, pH 7,6 y concentradas con polietilenglicol 10000.

2.3 Medicidn de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas de las fracciones activas obtenidas luego

de cada etapa de purificacion por el método de Bradford (40).

Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un aparato Spectronic

Genesys 5.
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3. Caracterizacién parcial de la enzima

3.1 Peso molecular aparente de subunidad por SDS-PAGE

Con la enzima parcialmente purificada, se determiné su peso molecular aparente de
subunidad en gel de SDS-PAGE 12,5%, en condiciones reductoras con DTT, comparando
contra marcadores de peso molecular conocido: fosforilasa b (97,4 kDa), seroalbumina

bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa carbonica (29 kDa).
Luego de ser tefido por Coomasie Brilliant Blue R-250, se midio la distancia

recorrida desde el gel separador por la enzima y los marcadores de peso molecular. Se

graficaron las distancias recorridas en funcion del logaritmo del peso molecular.

3.2 Presencia de puentes disulfuro

Se evaluo la presencia de puentes disulfuro en geles de SDS-PAGE 12,5% tefiidos
por Coomasie Brilliant Blue R-250 de muestras hervidas 2 minutos en condiciones

reductoras (Cracking buffer 1X, DTT 100 mM) y no reductoras (Cracking buffer 1X).

3.3 Glicosilacién

Se estudié la presencia de N-glicosilacion mediante una digestion por endo-B-N-
acetilglucosaminidasa H. La enzima purificada (0,68 ug) fue disuelta en 40 pl de
Tris/Acetato 0,4 M, pH 5, con el agregado de 0,5% de SDS (concentracion final). Luego de
adicionar 4 mU de endo-f-N-acetilglucosaminidasa H, la mezcla fue incubada durante 4
dias a 37°C. La muestra fue sometida a SDS-PAGE como describe Laemmli (38). Un

control sin tratar con endo H fue corrido simultaneamente.
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Para corroborar la presencia de aziicares, una muestra tratada y otra no tratada con
endo H fueron sometidas a SDS-PAGE y tenidas con la coloracion especifica para
azucares PAS. Esta coloracion requiere de la incubacion del gel en solucion de fijacion
metanol/acido acético/agua 50:10:40 v/v/v durante 15 minutos en agitacion suave, seguida
de otra solucion de fijacion metanol/acido acético/agua 20:10:70 v/v/v en iguales
condiciones. Se incuba luego 1 hora en 100 ml de una solucion de periodato (0,7g de
periodato en 100 ml de una solucion 5% de acido acético). Se lava con H,O y se adicionan
50 ml de una solucion de meta-bisulfito (0,2 g de meta-bisulfito de sodio en 100 ml de una
solucion 5% en acido acético). El gel se tornara amarillo lentamente. Luego de 5-10
minutos se cambia por 50 ml de solucion fresca de meta-bisulfito, y se deja hasta que se
decolora (5-10 minutos). Finalmente se coloca el gel en el reactivo de Schiff y se incuba
hasta la aparicion de bandas rojas (0.5-2 horas). Luego de 2 horas no suele verse un
aumento de intensidad en la tincion; sin embargo, en este caso el gel fue incubado toda la
noche en el reactivo para lograr una buena coloracion. Se decolora con metanol/acido

acético/agua 20:10:70 v/v/v.

4. Determinacion de la actividad enzimatica

4.1 Especificidad de sustrato

Se ensayo la actividad frente a distintos sustratos que permitan caracterizar la
actividad de la enzima como carboxipeptidasa ( N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Phe-Phe (FA-Phe-
Phe), N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Ala-Lys (FA-Ala-Lys)) y como esterasa (N-Acetil-L-
Fenilalanil Etil Ester (APEE), N-Acetil-L-Tirosina Etil Ester (ATEE)) en condiciones

adecuadas.
La medicion de la actividad de carboxipeptidasa se realizo en las condiciones

especificadas anteriormente, con la diferencia que el sustrato FA-Ala-Lys necesita 70%

metanol y 30% agua para disolverse.
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Para la actividad esterasa se ensayo frente a los sustratos N-Acetil-L-Fenilalanina
Etil Ester (APEE), N-Acetil-L-Tirosina Etil Ester (ATEE) en concentraciones de 5 mM y
1 mM respectivamente, en metanol 25% y buffer fosfato de sodio 0.05 M, pH 7.5, 75%. A
1 ml de la solucion de sustrato y 1 ml del mismo buffer se lo equilibra 5 minutos a
temperatura ambiente. Se mide la absorbancia a 237 nm para ATEE y 230 nm para APEE a
ambas soluciones. La reaccion se inicia agregando 5 pl, 20 pl y 50ul de la muestra de

enzima a la solucion de sustrato.

Se utiliz6 también un método muy simple y a la vez sensible para la deteccion de
proteasas en geles de poliacrilamida con SDS. Este se basa en la incorporacion de un
sustrato proteico (en este caso gelatina) a la matriz de poliacrilamida (41) y en la hidrolisis
de ese sustrato llevada a cabo por las proteasas hasta péptidos de tamafio suficiente como
para ser liberados del gel durante los lavados del mismo. De esta manera, en la zona del gel
donde se encuentra la enzima, después de la tincion, se visualiza una banda decolorada

sobre un fondo de color dado por el Coomasie Brilliant Blue R-250.

Ya que la fijacion del sustrato a la acrilamida es de tipo no covalente, se necesita un
gel con alta concentracion de acrilamida, junto con sustratos de alto peso molecular, para
prevenir la migracion durante la electroforesis. Las corridas con gelatina incorporada se
efectuaron en minigeles con concentraciones de acrilamida:bis-acrilamida de 12,5% (38).
La gelatina se agreg0 a la solucion en una concentracion de 0,1% La corrida dur6 hasta que
el marcador coloreado de 32 kDa lleg6 a 1,5 cm del borde inferior del gel y se llevo a cabo
a temperatura ambiente. Una vez finalizada, se hicieron 2 lavados de 15 minutos con H,O
bidestilada. Con estos lavados se busca eliminar el SDS y permitir asi la renaturalizacion de
la enzima, que es sembrada sin reducir ni hervir para evitar su desnaturalizacion
irreversible. Luego los geles se incuban a 37°C durante 1 hora y media en MES 0,1 M, pH
6y 0,5 mM DTT. Finalmente, se lava el gel con H,O bidestilada y se tifie con Coomasie

Brilliant Blue R-250, deteniendo la reaccion. Una vez decolorado con metanol/acido
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acetico/agua 50:10:40 v/v/v, pueden verse las bandas de actividad incoloras sobre el fondo

azul.
Para el ensayo con inhibidores, durante la incubacion a 37°C se adiciona 50 uM de
E-64, | mM de PMSF y 5 mM o-fenantrolina al medio de reaccion en recipientes separados

a porciones de gel con iguales muestras sembradas.

Cabe aclarar que para que resultara comparable el ensayo, se sembraron iguales

cantidades de cada enzima, aproximadamente 0,375 pg.

4.2 Caracterizacion de la actividad en funcién del pH

Para el sustrato con que se observo actividad (FA-Phe-Phe), se realizd una
caracterizacion de la actividad a distintos valores de pH. La reaccion se midi6 como se

describe anteriormente para la actividad de carboxipeptidasa.

Se utilizaron diferentes amortiguadores: Acetato/Ac. Acetico 50 mM, pH 4; 4,5; 5;
5,5y 6; Tris/Acetato 50 mM, pH 5 y 7,44 y Tris/HCI 50 mM, pH 6,8.

Luego de la reaccion se midio el valor real de pH dado por la mezcla total de

reaccion mediante el uso de un pHmetro ORION, modelo 210A.

4.3 Patron de inhibicidon

Se estudio el efecto de los distintos inhibidores indicados en la seccion 3.3
Resultados sobre la actividad con FA-Phe-Phe. Los mismos se usan en las

concentraciones detalladas en la tabla.

La metodologia aplicada consisti6 en una incubaciéon durante 5 minutos a
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temperatura ambiente de 20 pl de la enzima con el inhibidor en el medio de reaccion sin
sustrato (como se especifica antes). La reaccion se inicid con el agregado del sustrato
sintético FA-Phe-Phe. Se realizoé un control de actividad con la enzima incubada en las
mismas condiciones en ausencia de inhibidores y presencia del solvente en que se disuelve
el inhibidor, a igual concentracion. También se realiza un control de incubacion de la
enzima durante 15 minutos a temperatura ambiente en ausencia de sustrato. Se determina el

porcentaje de inhibicidn con respecto al control.

5. Estudios cinéticos

5.1 Parametros cinéticos

Utilizando FA-Phe-Phe en concentraciones 0.04 mM, 0.12 mM, 0.2 mM y 0.4 mM,

se obtuvieron los valores de Km, Kcat y Vmax, con Acetato/Ac. Acético 50 mM, pH 5.

6. Localizacion subcelular

Se buscéd la localizacion de la carboxipeptidasa en el parasito mediante un
ensayo con digitonina, un detergente que reacciona con el colesterol de la bicapa,

alterandola y permeabilizandola.

Epimastigotes de Tul 2 fueron tratados con digitonina en tubos Eppendorf de

microcentrifuga como se describe en (42).

La localizacion se probé por medio de la medicion de la actividad de
carboxipeptidasa, segin el protocolo antes descripto, en las fracciones provenientes del
sobrenadante y el precipitado del tratamiento con digitonina. Su ubicacion se determina por
comparacion de las curvas que presentan enzimas marcadoras de las distintas organelas

celulares. Como marcador citosolico, se utilizo la enzima malica NADP dependiente
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activada por L-aspartato, como marcador glicosomal, la hexoquinasa. Estos marcadores
fueron ensayados como se describe en (42). Como marcador lisosomal se utilizo la

cruzipaina (antes descripta).
El valor de actividad para el precipitado a 0% de digitonina, se tomé como el 100%

de actividad. Las mediciones se calcularon como porcentaje de esa actividad maxima, para

cada enzima medida.

7. Secuenciacion

7.1 Secuenciacion del extremo N-terminal

Usando minigeles de 12,5 % de acrilamida:bis-acrilamida y de 1 mm de espesor, se
corrieron varias muestras, sembradas con cracking buffer 1X, DTT 10 mM, hervidas 2
minutos a 100°C. El gel se equilibra en el buffer de transferencia durante 5 minutos; una
membrana de PVDF se coloca en metanol durante unos segundos; se electrotransfiere el gel
a 15 V durante 40 minutos en semi-seco, en buffer CAPS 1X (CAPS en agua deionizada a
pH 11 con NaOH) y 10% metanol.

Luego de la transferencia, la membrana se enjuaga primero con agua deionizada, se
satura después en metanol 100% por unos segundos y finalmente se colorea con Coomasie
Brilliant Blue R-250 0.1%, en metanol 40% y acido acético 1%. Las bandas aparecen en
segundos y luego se destifie con metanol 50%. Se enjuaga finalmente en agua y se recortan

las bandas de interés. Esta coloracion es para evitar el bloqueo N-terminal por acetilacion.

Las muestras fueron enviadas al LANAIS-Pro para ser secuenciadas.
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7 .2 Secuenciacién de péptidos internos

Usando minigeles de 12,5 % de acrilamida:bis-acrilamida y de 1 mm de espesor, se
corrieron varias calles con las muestras. Dichas muestras con cracking buffer 1X y DTT 10
mM, fueron hervidas 3 minutos a 100°C y luego enfriadas a temperatura ambiente. Se le
agrega entonces iodoacetamida 20 mM de concentracion final y se incuba 20 minutos a
temperatura ambiente. Se siembra un gel SDS-PAGE 12,5% y se corre a 150 V. Se tifie con
reactivos de la mejor calidad por Coomasie Brilliant Blue R-250. Se recortaron las bandas
de interés: [ II, [T y IV.

Las muestras fueron enviadas a Suecia para el posterior procesamiento de digestion
triptica in gel (43). La mezcla de péptidos fue sometida a MALDI-TOF. Esta técnica
consiste en colocar la muestra junto a una matriz absorbente de luz UV, que mezcladas y
secadas generan cristales de la misma. Estos cristales son irradiados con un pulso laser de
luz UV en el espectrometro de masa. La sublimacion de los cristales produce la formacion
de una fase gaseosa, iones moleculares protonados desde el solido. El analizador de masa
separa los iones moleculares basados en relacion masa/carga (m/z). MALDI se combina
generalmente con un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (TOF). Los iones son
acelerados hasta una energia cinética de aproximadamente 25 keV y luego se los deja volar
en un campo libre a lo largo de una distancia fija de un metro aproximadamente, antes de
ser registrados por la sefial eléctrica que generan por impacto en un detector. El tiempo de
vuelo se relaciona con la relacion m/z de un ion determinado. Teniendo igual energia
cinética, iones de moléculas pequenas se mueven mas rapido que iones de moléculas
grandes. Se los distingue entonces por el menor tiempo que tardan en llegar al detector. La
relacion m/z para un ion puede ser determinada por su tiempo de vuelo por comparacion
con el TOF de patrones. Una ventaja del analizador TOF es que puede detectarse de una
vez una poblacion total de iones, lo que da alta sensibilidad al método. Sin embargo, este

método resulta mas efectivo con masas proteicas elevadas, que escasas. Por otro lado, si
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bien no hay tedricamente una limitacion en el tamafio de los iones, los grandes se mueven
mas lento y no son detectados tan eficientemente como los pequefios, que son iones mas
rapidos y generan una sefial mas fuerte al impactar en el detector. El rango practico de masa

para MALDI-TOF es desde 500 Da hasta 150000 Da (44).

En base a los resultados, se realizé luego un aislamiento de péptidos puros de la
mezcla peptidica segun (43). Para dicho aislamiento, la mezcla fue cromatografiada en un
sistema de HPLC en fase reversa. Dicho aparato cuenta con un detector de péptidos que
registra absorbancias a 215 nm (enlaces peptidicos), 254 nm (Cys piridiletilada) y 280 nm
(Trp y en mucho menor grado Tyr). De esta manera se pueden seleccionar péptidos en
general o aquellos que en particular posean determinado tipo de aminoacidos. Los péptidos

se seleccionan por dos criterios: homogeneidad y cantidad.

Los péptidos seleccionados fueron nuevamente sometidos a MALDI-TOF y a

secuenciacion por Edman.

Todo esto se llevo a cabo en el Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala
Branch, Uppsala, Suecia, gracias a la colaboracion del Dr. Ulf Hellman , el Ing. Christer

Wernstedt y la Lic. Fabiola Parussini.

8. Obtencidn de anticuerpos especificos

Utilizando las bandas recortadas de gel de SDS-PAGE de la carboxipeptidasa
(banda por debajo del marcador de 66 kDa) y de la cruzipaina (madura —banda por sobre
marcador de 45 kDa- y C-terminal —banda menor a 36 kDa-) por separado, y sirviendo el
gel como adyuvante, se pulverizd €l mismo por congelacion en Nz liquido. Luego se
resuspendieron las muestras en 900 pl de PBS estéril y se obtuvieron anticuerpos
especificos por inmunizacion intraperitoneal de ratones, mediante una inyeccion de

aproximadamente 10ug de cada enzima, aplicada en dos veces, en intervalos de 15 dias
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entre cada aplicacion. Para lograr una buena masa proteica, las muestras debieron ser
concentradas antes de someterlas a electroforesis por speed-vac a baja temperatura, luego
de dialisarlas para sacarles la sal. La muestra de cruzipaina fue ademas adicionada con E-64

5 uM para que no se autoproteolice y quede dominio catalitico para inyectar.

Luego de un mes, los ratones fueron sangrados a blanco por el ojo y se obtuvieron

los sueros correspondientes.

Dichos anticuerpos fueron utilizados para tratar de discriminar la inmunogenicidad

de ambas enzimas en ensayos de Western blot.

9. Western blots

Usando minigeles de 12,5 % de acrilamida:bis-acrilamida y de 0,75 mm de espesor,
se corrieron cantidades iguales (0.5 pug) de las diferentes muestras, sembradas con cracking
buffer 1X, DTT 10 mM, hervidas 2 minutos a 100°C. Las muestras se corrieron hasta que
un marcador pretefiido de alrededor de 30 kDa se encontraba a 1,5 cm del final del gel. El
gel entonces fue electrotransferido en condiciones semi-secas a un filtro de nitrocelulosa,
durante 40 minutos a 15 V. Se corroboro6 la transferencia con tincion con Rojo Ponceau, lo

que permitid también sefialar los marcadores de 66, 45y 34,7 kDa.

El filtro fue lavado mas tarde con TBS e incubado con TBS + 3% albiumina + 2%
glicina durante 30 minutos para bloquear el filtro e impedir el pegado inespecifico de los
anticuerpos. Posteriormente, se incuba con el suero disponible en el laboratorio diluido
1/1000 en la misma solucioén y los obtenidos de los ratones se utilizaron en una dilucién
1/500. Luego de sucesivos lavados con TBS (2 lavados de 10 minutos cada uno), TBS +
0,05% Nonidet P-40 (un lavado de 10 minutos) y TBS nuevamente (dos lavados de 10
minutos cada uno), el gel se incubo por 1 hora con suero anti-conejo conjugado con

fosfatasa alcalina (1/20000 en TBS leche) para el caso de un suero anti-C-terminal con el
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que se contaba ya en el laboratorio y con anti-raton conjugado a igual enzima (1/2500 en
TBS leche) para el caso de los sueros preparados por nosotros. Luego de nuevos lavados de
10 minutos como antes con TBS, TBS + 0,1% Nonidet P-40 y TBS respectivamente, se
equilibraron los filtros incubandolos durante 5 minutos en 10 ml de buffer para fosfatasa
alcalina (Tris/HCI 0.1 M, pH 8,8 + NaCl 0.1 M + MgCl, 50 mM). El revelado se llevo a
cabo con el agregado de 100 ul de NBT (30 mg/ml en 70% formamida) y BCIP (15 mg/ml

en dimetilformamida). La reaccion se detiene con lavados en agua destilada.

10. Dot blots

Para ensayar la cantidad de proteina y la dilucion de los anticuerpos necesaria para
el ensayo de Western blot, trozos de nitrocelulosa fueron sembrados con 0.23 ngy 0.5 pg
de proteina. Sobre estos filtros se ensay6 una dilucion 1/50 y 1/500 de los sueros obtenidos
de raton, y se usé como control el suero anti C-terminal de conejo en una dilucién 1/1000.
El bloqueo, tratamiento de lavado y con sueros y el revelado se realizo como se indica en la

seccion anterior de Materiales y Métodos.

Reactivos

Los reactivos, sustratos, inhibidores, marcadores de PM, etc. utilizados fueron
obtenidos de Sigma Chemical Co; acrilamida y bisacrilamida, de Merck. Los restantes

reactivos utilizados son analiticos y de la mayor pureza accesible en el mercado.
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Intrigados por la posibilidad de encontrar una proforma parcialmente procesada de
la cruzipaina en la banda superior del patron que presentaba tradicionalmente la enzima
(esquema pagina 15), nos encontramos con la presencia de una actividad proteolitica de
otra naturaleza. Dicha actividad surgio luego de la secuenciacion de péptidos obtenidos por
digestion triptica in ge/ de dicha banda, ya que por hallarse bloqueada en el extremo N-
terminal, impedia la obtencion de una secuencia por la aplicacion directa del método de
Edman. Por lo tanto, el método de purificacion tradicional de la cruzipaina proporcionaba
por lo menos una proteina adicional con la cual copurificaba y quedaba enmascarada en la

secuenciacion tradicional.

1. Purificaciéon de la carboxipeptidasa

Basandonos en el método tradicional de purificacion de la cruzipaina, que
necesitaba de modificaciones para separar la actividad carboxipeptidasa de la actividad de
cistein proteinasa, luego de realizada una columna de afinidad para azicares, se realizé una
de intercambio aniénico. Las condiciones resultaron similares a las usadas para separar
isoformas de la cruzipaina. De esta columna se obtuvieron tres grupos de fracciones en base

a la medicion de actividades y corridas en geles de las fracciones (Figura 6):
e GRUPO 1: fracciones 84 a 89, carboxipeptidasa muy enriquecida (3ml)

e GRUPQ?2: fracciones 90 a 98, mezcla de carboxipeptidasa y cruzipaina, que copurifican

aun en las condiciones utilizadas (4,5 ml)

e GRUPO 3: fracciones 106 a 134, cruzipaina altamente activa (14.5 ml)
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Figura 6a. Perfil proteico y de actividad de carboxipeptidasa y cruzipaina (AA/ml min)

para las fracciones de la columna Mono Q.

La corrida cromatografica y medicién de actividades se realizaron como se describe en 1.3 y 2.2 de

Materiales y Métodos, respectivamente.
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Figura 6b. Fracciones provenientes de la Mono Q.

Calle 1: Fraccion 82; calle 2: Marcadores moleculares de 66 kDa, 45 kDa y 36 kDa; calle 3: Fraccion 86;
calle 4: Fraccion 88; calle 5: Fraccion 90; calle 6: Fraccion 92: calle 7: Fraccion 98: calle 8: Fraccién 100.
Gel teiiido por nitrato de plata.

La corrida se realizé como se describe en 2.1 de Materiales y Métodos.

La Figura 7 muestra que se logr6 un enriquecimiento apreciable de la
carboxipeptidasa en las condiciones utilizadas en la Mono Q para el primer y segundo
grupo de fracciones, en un gel tenido por Coomasie Brilliant Blue R-250. Un gel con las
mismas fracciones tefiido por plata en la Figura 8, muestra rastros de la cruzipaina, pero en
cantidad despreciable comparada a la carboxipeptidasa, sobre todo para el grupo 1. La
banda inferior corresponderia a la cruzipaina, mientras que la banda superior (que es a su

vez doble, aunque no se visualiza claramente en la foto), corresponde a la carboxipeptidasa.

Las distintas intensidades de las bandas correspondientes a ambos grupos se debe a
que se sembraron distinta cantidad de proteinas, e incluso teniendo mas cantidad de

proteina, la primera fraccion casi no muestra presencia de cruzipaina.
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Figura 7. Grupos de fracciones provenientes de la Mono Q.

Calles 1.2: Grupo 1 de fracciones (0.365 pg en 21 ul): calle 3: Marcadores moleculares de 66 kDa, 45kDay
35 kDa: calles 4,5: Grupo 2 de fracciones (0,265 pg en 21 pl). Gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-250.
Figura 8. Grupos de fracciones provenientes de la Mono Q.

Calle 1: Grupo 1 de fracciones (0,365 pg en 21 pl); calle 2: Marcadores moleculares de 66 kDa, 45 kDa y 35
kDa; calle 3: Grupo 2 de fracciones (0,265 pgen 21 pl). Gel tefiido por nitrato de plata.

La corrida se realiz6 como se describe en 2.1 de Materiales y Métodos.

Sin embargo, la medicion de actividades no presenta interferencias entre la enzima
de interés y la cruzipaina remanente que pudiera haber. Esto fue corroborado para los
grupos de fracciones utilizando E-64 y registrando la actividad de carboxipeptidasa sin
disminucion con respecto a un control no tratado con inhibidor de cistein proteinasas. Por el
contrario, la actividad de cruzipaina se inhibe totalmente con E-64, usando Bz-Pro-Phe-

Arg-pNA como sustrato (Datos no mostrados).

En base a esto, los posteriores ensayos se hicieron sobre el grupo 1 de fracciones,

por ser el mas enriquecido en la enzima de interés.
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La concentracion de proteinas de las fracciones activas obtenidas luego de cada
columna fue determinada por el método de Bradford. Con los valores de actividad de
carboxipeptidasa para el primer y segundo grupo de fracciones se realizo el cuadro de
purificacion (Cuadro 1). La Figura 9 muestra un gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue
R-250 con los pasos de purificacion realizados, mostrando a la carboxipeptidasa en el grupo

1 y la cruzipaina en el 3. El grupo 2 no se muestra pero seria una suma de la calle 3 y 4.

1 2 3 4 5 PM
—
- 66
—® carboxipeptidasa
—p cruzipaina
-
—pC-terminal

Figura 9. Pasos de purificacion.

Calle 1: Extracto libre de células; calle 2: Con-A Sefarosa: calle 3: Grupo 1 de fracciones; calle 4: Grupo 3 de
fracciones; calle 5: Marcadores moleculares de 66 kDa y 45 kDa. Gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-
250.

La corrida se realiz6 como se describe en 2.1 de Materiales y Métodos.
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Actividad de carboxipeptidasa
Paso Proteinas Total (U) Especifica Rendimiento | Purificacion
(mg) (U/mg) %o (veces)
Extracto sin cel. 135.5 6.875 0.051 100 1
Con-A Sefarosa 0.725 10.725 14.79 156 290
Mono Q Grupo 1| 0.052 5.325 102.4 78 2008

Cuadro 1. Purificacion de la carboxipeptidasa de Trypanosoma cruzi.
La enzima fue purificada a partir de 5 g (peso himedo) de epimastigotes de la cepa Tul 2. La determinacion
de actividad enzimatica a pH 5,1 y el dosaje de proteinas se realizaron como se describe en 2.2 y 2.3 de

Materiales y Métodos, respectivamente (U = wmoles / min).

La actividad total en el eluido de Con-A Sefarosa es mayor que en el extracto crudo.
La causa de esto es que al pH de reaccion, las proteinas del extracto precipitan, perdiendo
parte de la actividad de la enzima. Por esta razon, tanto el rendimiento como la purificacion
dan valores demasiado elevados. No puede descartarse asimismo la pérdida de un inhibidor
de la enzima en el paso de purificacion de afinidad, logrando un aumento de su actividad.
La actividad especifica del grupo 1 (102.4 U/mg) muestra que realmente logramos un gran

enriquecimiento en la enzima de interés.

Como alternativas para la purificacion, se intentaron cambios en el pH en que se
realiza la Mono Q, uso de una Mono P, uso preparativo de una Superdex 75 y utilizacion de
una columna de afinidad para la cistein proteinasa como paso final (cistatin sefarosa).

Ninguno de estos intentos dio resultados positivos, quizas por un problema de condiciones.

La columna de interaccion hidrofobica resulté un buen método alternativo para una

purificacion total de la cruzipaina madura y su dominio C-terminal, que eluyen a 0% de
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sulfato de amonio (datos no mostrados), pero no resulté en una mayor purificacion de la

carboxipeptidasa.

En el caso de la filtracion molecular en gel, si bien parece existir una fraccion donde

la carboxipeptidasa esta pura, cuando varias fracciones provenientes de distintas corridas en
Superdex 75 realizadas en iguales condiciones (1.5 Materiales y Métodos) se unieron

y concentraron para lograr masa, reaparecié la contaminacion de cruzipaina en geles

tefiidos por nitrato de plata (no mostrado).

2. Caracterizacidn parcial de la enzima

2.1 Peso molecular aparente de subunidad por SDS-PAGE

Con la enzima parcialmente purificada del grupo 1 se determind su peso molecular
aparente en gel de SDS-PAGE reductor. La movilidad electroforética es una funcion lineal
del logaritmo de su peso molecular. Tomando proteinas de peso molecular conocido, y
calculando sus movilidades con respecto al inicio del gel separador, es posible obtener un

grafico como el de la Figura 10.

La movilidad electroforética de la enzima resulté de 1.2 cm, lo que equivale a un

peso molecular aparente de 63 kDa, como se muestra en la siguiente pagina.
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Figura 10. Determinacion del peso molecular aparente subunidad por SDS-PAGE.

Se hallan graficados los valores de movilidad electroforética de las proteinas que se indican en funcion del

logaritmo de sus pesos moleculares.
Las condiciones de corrida. asi como la obtencién de los datos de movilidad. se hallan descriptos en 3.1 de

Materiales y Métodos.

2.2 Presencia de puentes disulfuro

La presencia de puentes disulfuro fue evaluada en minigeles de SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras (Figura 11). Los mismos arrojaron el resultado de
que existirian puentes disulfuro ya que se observa el patréon curvado correspondiente a una
mayor movilidad electroforética de la enzima no reducida. Sin embargo, el patrén obtenido
en condiciones no reductoras sugiere un patron de doble banda, que en condiciones

reductoras resulta a veces mas dificil de observar.
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Figura 11. Presencia de puentes disulfuro en gel SDS-PAGE.

Calle 1: Marcadores moleculares de 66 kDa, 45 kDa y 35 kDa; calle 2.3,8.9: Grupo 1 de fracciones en
condiciones reductoras con 10 mM de DTT; calle 4,5,6,7: Grupo 1 de fracciones en condiciones no
reductoras. Gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-250.

La corrida se realizé como se describe en 3.2 de Materiales y Métodos.

2.3 Glicosilacion

El tratamiento de la carboxipeptidasa con endo H indica la presencia de N-
glicosilacion. Luego del tratamiento de una alicuota del grupo 1 de fracciones con endo H,
se observa una disminucion de peso molecular aparente de la banda de carboxipeptidasa, en
un gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-250, indicando la presencia de azlcares
(Figura 13). Esto se corrobora nuevamente en la tincion especifica para azicares PAS, la
cual muestra una banda previamente al tratamiento por endo H, y la desaparicion de la

misma luego del mismo (Figura 12).
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Figura 12. Tratamiento con endo-B-N-acetilglucosaminidasa.

Calle 1: Grupo 1 de fracciones sin endo H; calle 2: Grupo 1 de fracciones con endo H. Gel tefiido por PAS.
Figura 13. Tratamiento con endo-f-N-acetilglucosaminidasa.

Calle 1: Grupo 1 de fracciones sin endo H: calle 2: Grupo 1 de fracciones con endo H. Gel tefiido por

Coomasie Brilliant Blue R-250.
El tratamiento y la corrida se realizaron como se describe en 3.3 de Materiales y Métodos.

3. Determinacidn de la actividad enzimatica

3.1 Especificidad de sustrato

La actividad fue ensayada frente a distintos sustratos para el grupo 1 de fracciones.
Para caracterizar la actividad de la enzima como carboxipeptidasa se utilizaron (N-(3-[2-
Furyl]Acryloyl)-Phe-Phe (FA-Phe-Phe) y N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Ala-Lys (FA-Ala-Lys).
La actividad de esterasa fue ensayada con (N-Acetil-L-Fenilalanina Etil Ester (APEE) y N-

Acetil-L-Tirosina Etil Ester (ATEE)).

Se observo actividad solo frente a FA-Phe-Phe, mostrando una preferencia por

sustratos hidrofobicos en las condiciones probadas. No se observo actividad sobre FA-Ala-
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Lys a pH 5 6 7,44. No presento actividad esterasa que se registra en otras carboxipeptidasas

descriptas en la literatura (1).

El ensayo sobre gelatina en geles revela la presencia de actividad (Figura 14a). Sin
embargo, la actividad sobre los mismos se debe a una cistein proteinasa ya que geles
incubados con 50 uM de E-64 (Figura 14b) muestran la desaparicion de dicha actividad,
mientras que 1 mM PMSF (Figura 14¢) o 5 mM o-fenantrolina (no mostrado), no la
afectan. Se observa un patron de triple banda. La doble banda superior (de peso molecular
aparente menor a 66 kDa) coincide con el patron que revela la carboxipeptidasa en geles
tefiidos con Coomasie Brilliant Blue R-250. La banda inferior corresponde a la cruzipaina.

El dominio C-terminal aislado no es activo.

cistein proteinasa que
copurifica con
la carboxipeptidasa

cruzipaina

Figura 14a. Actividad sobre gelatina: control sin inhibidor.

Calle 1: Marcadores preteiiidos de 196 kDa (a-macroglobulina), 118 kDa (p-galactosidasa), 90 kDa
(Fructosa-6-p-quinasa), 70 kDa (Piruvato quinasa). 55 kDa (Fumarasa), 38 kDa (Deshidrogenasa lictica) y
33.5 Kda (Triosa fosfato); Calle 2: Grupo 1 de fracciones; calle 3: Grupo 2 de fracciones; calle 4: Grupo 3 de
fracciones de la MONO Q.

Figura 14b. Actividad sobre gelatina: incubado con 50 uM de E-64.

Figura 14c¢. Actividad sobre gelatina: incubado con 1 mM de PMSF.

Para 14b y ¢, calle 1: Grupo 1 de fracciones; calle 2: Grupo 2 de fracciones; calle 3: Grupo 3 de fracciones de
la MONO Q. Geles tefiidos por Coomasie Brilliant Blue R-250 luego de la incubacion.

El tratamiento y la corrida se realizaron como se describe en 4.1 de Materiales y Métodos.
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3.2 Caracterizacion de la actividad en funcién del pH

Utilizando el sustrato para el cual muestra actividad, FA-Phe-Phe, se realizé una
caracterizacion de la actividad de la enzima a distintos valores de pH. Segun muestra la

Figura 15, la enzima presenta una actividad optima alrededor de un pH de 5,1.

Para descartar una interferencia del Tris en la actividad, luego de haber ubicado en 5
el pH optimo de reaccion, se utilizo un buffer Tris/Acetato SO mM a ese pH y no se observo
interferencia alguna. Esto descarta que la disminucion de la actividad en un buffer de
Tris/HCI 50 mM, pH 6,8 se deba a sus componentes. Sin embargo, como el valor real de
pH en este medio resulta de 8.32 por no ser un buen buffer en estas condiciones, se ensayd

con Tris/Acetato 50 mM, pH 7,44 que mantiene ese valor de pH, observandose la misma
pérdida de actividad.
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Figura 15. Efecto del pH sobre la actividad de carboxipeptidasa sobre FA-Phe-Phe.
Se hallan graficados los valores de actividad sobre FA-Phe-Phe en funcién del pH del medio de reaccion.

Las condiciones de reaccion se hallan descriptas en 4. 2 de Materiales y Métodos.
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3.3 Patrén de inhibicién

Se estudid el efecto de distintos inhibidores sobre la actividad de la
carboxipeptidasa con FA-Phe-Phe. Como muestra el Cuadro 2, p-CMB inhibe un 100%, el
HgCl, y el 3,4-DCI inhiben alrededor de un 90% mientras el PMSF 1 mM inhibe solo
alrededor de un 40% la actividad sobre FA-Phe-Phe a tiempos cortos, y la inhibicion es
mayor a tiempos mayores. El resto de los inhibidores no afecta la actividad con respecto a
un control sin inhibidor. Los solventes donde se preparan los inhibidores no afectan la
actividad de la enzima y la incubacion durante 15 minutos a temperatura ambiente no

disminuye la actividad enzimatica.

Inhibidores Serin | Cistein | Metalo |Aspartil Porcentaje
proteasa | proteasa | proteasa | proteasa | de inhibicion
E-64 (5 y S0uM) " 0%
TPCK (0,1 mM) X X 0%
TLCK (0,1 mM) X X 0%
HgCl, (3 mM) X 93%
p-CMB (0,1 mM) X 100%
PMSF (1 mM) 5 min X 40%
PMSF (1 mM) 15 min X 80%
3.4-DCI (0,1 mM) X 90%
o-fenantrolina (5 mM) X 0%
|pepstatina (0,1 mM) X 0%

Cuadro 2. Efecto de inhibidores sobre la actividad de carboxipeptidasa con FA-Phe-Phe.
El cuadro muestra el porcentaje de inhibicion en la actividad con el agregado de inhibidores comparado a un

control sin inhibidor de 1.1 U / ml. Las condiciones de inhibicién y de medicion de actividad se realizaron
como se describe en 4.3 de Materiales y Métodos. Para el PMSF se usaron tiempos de incubacién de 5

minutos y 15 minutos.
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4. Estudios cinéticos

4.1 Parametros cinéticos

Se determinaron los valores de Km, Kcat y Vmax para el sustrato FA-Phe-Phe

(Figura 16). Los mismos arrojaron valores de Km=23 pM, Vmax=1,47 U/ml y Kcat=88.85
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Figura 16. Parametros cinéticos para la carboxipeptidasa sobre FA-Phe-Phe.
Los valores se determinaron para concentraciones de sustrato de 0.04 mM, 0.12 mM, 0.2 mM y 0.4 mM. Las

mediciones se hicieron como se explica en 5.1 de Materiales y Métodos.
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5. Localizacién subcelular

Ensayos con digitonina y la medicion de la actividad en las distintas fracciones
(Figura 17b) sugieren una localizacion lisosomal de la enzima, que sigue un patron similar

al del marcador lisosomal cruzipaina, dentro de los errores experimentales.
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Figura 17a Actividad porcentual de la carboxipeptidasa en sobrenadante y precipitado

resultante del tratamiento con digitonina.

O: precipitado ; @ : sobrenadante
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Figura 17b. Localizacion subcelular de la carboxipeptidasa comparada con las curvas de
enzimas marcadoras de distintas localizaciones subcelulares.

Las mediciones se hicieron como se explica en 6 de Materiales y Métodos.

6. Secuenciacion

Luego de preparar un extracto libre de células y pasar la muestra por una Con-A
Sefarosa, se realizo una columna Mono Q como se detalla en 1.3 Materiales y
Métodos, pero con un flujo de 1ml/min, fracciones de 1 ml, 50 ml de volumen total y en

un aparato de FPLC™ de Pharmacia, Biotech. Se hacen de esta corrida dos grupos de

fracciones basandonos en los picos principales de absorbancia a 280 nm y la medicion de

actividad de cruzipaina (2.2.2 Materiales y Métodos). El primer grupo de fracciones
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presentaba el patron de triple banda tipico de la cruzipaina, mas otras bandas minoritarias y
una actividad baja de cruzipaina. El segundo grupo presentaba la banda inferior de la doble

y el C-terminal, con mucha actividad de cruzipaina.

La secuenciacion proteica arrojo el resultado que de las tres bandas caracteristicas
de la cruzipaina, la banda superior (aproximadamente 63 kDa) se encuentra bloqueada en el
extremo N-terminal. La segunda banda desde arriba (aproximadamente 45 kDa) respondio
en 10 ciclos a la cruzipaina, en la secuencia N-terminal del dominio catalitico

(APAAVDWRAR) excepto por el triptofano que no pudo ser visto (Figura 18).
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Figura 18. Fracciones secuenciadas por su extremo N-terminal.

Calle 1: Marcadores moleculares de 205 kDa, 116 kDa, 97,4 kDa, 66 kDa, 45 kDa y 29 kDa; calle 2: Primer
grupo de fracciones; calle 3: Segundo grupo de fracciones. Gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-250.
Se sefialan las bandas que se secuenciaron (A, B). A: proteinas con bloqueo N-terminal; B: secuencia N-
terminal del dominio catalitico de la cruzipaina (APAAVDWRAR), excepto por W.

El tratamiento de las muestras se detallan en 7.1 de Materiales y Métodos.

Para lograr una secuencia o identidad parcial de la banda bloqueada, se realizo una

secuenciacion de péptidos provenientes de digestion triptica. También se confirmo de esta

manera la identidad de la banda secuenciada por su extremo N-terminal.
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Luego de preparar un extracto libre de células y pasar la muestra por una Con-A

Sefarosa, se realiza una columna Mono Q como se detalla en 1.3 Materiales y
Métodos, pero con un flujo de 1 ml/min, fracciones de 1 ml, 100 ml de volumen total y en

un aparato de FPLC™ de Pharmacia, Biotech, para tratar de resolver mejor la triple banda
por separado. Se hacen de esta corrida tres grupos de fracciones basandonos en los picos
principales de absorbancia a 280 nm, la medicion de actividad de cruzipaina —como se
indica anteriormente- y geles con las fracciones. El primer grupo de fracciones presentaba
el patron de doble banda entre los marcadores de 66 y 45 kDa (Figura 19), mas otras
bandas minoritarias y una actividad baja de cruzipaina. El segundo grupo presentaba la
banda por sobre el marcador de 45 kDa y una de bajo PM aparente (aproximadamente 25
kDa) que podria corresponder al C-terminal; este grupo presentaba actividad de cruzipaina
elevada. El ultimo grupo, presentaba las mismas dos bandas, mas otras minoritarias y la

mayor actividad de cruzipaina.

Figura 19. Fracciones utilizadas para digestion triptica.

Calle 1: Primer grupo de fracciones; calle 2: Marcador pretefiido de 32 kDa; calle 3: Segundo grupo de
fracciones; calle 4: Tercer grupo de fracciones. Gel tefiido por Coomasie Brilliant Blue R-250. Las bandas
analizadas se indicande I aIV.

El tratamiento de las muestras se detallan en 7.2 de Materiales y Métodos.

52



Resultados v

La digestion en gel de I, la banda que se encuentra bloqueada en el extremo N-
terminal, dio una mezcla de péptidos que no indicé identidad con proteinas conocidas por
MALDI-TOF. Se cromatografio entonces la mezcla por HPLC en fase reversa para separar
péptidos. MALDI-TOF de picos supuestamente homogéneos tampoco dio homologia con
péptidos disponibles en bases de datos. Frente a este hecho, se secuenciaron por
degradacion de Edman algunos de los péptidos provenientes de digestion triptica (Figura

20).

El patron de masas de los péptidos de la banda II de la Figura 19, confirmé por
MALDI-TOF la presencia de la cruzipaina. Los péptidos en los digeridos de las bandas II1
y IV dieron patrones de masas de MALDI-TOF similares a I1.

Figura 20. Purificacion por HPLC de péptidos obtenidos por digestion in gel con tripsina

de la banda A en las condiciones especificadas en 7.2 de Materiales y Métodos.
Los péptidos marcados 1, 2y 3 dieron las secuencias mostradas en el texto. La linea de lectura mas alta

corresponde a ABS;) 5, 12 mas baja a ABSag0 nm.
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Los péptidos secuenciados fueron:

1) EDVQSSLGAK
2) LFVVGESYGGHYAPATAHYINK
3) EGDKHYFYWAFGPR

El péptido 2 arrojo identidad con carboxipeptidasas serinicas, mas precisamente un
péptido dio homologia con [P52711] CP23 HORVU (CPX; 2-3) Serine Carboxypeptidase
II-3 PRECURSOR. Esta es una carboxipeptidasa tipo C y tiene 516 aminoacidos. También
dio homologia con CBPX ARATH (539 aminoacidos) y CPB3 (500 aminoacidos). Este

péptido presenta la serina del sitio activo, marcada en color.

El péptido 3 dio homologia con [U67174] 014414 CPY Carboxypeptidase Y de
Pichia augusta, 537 aminoacidos. También mostr6 homologia con CPBY PICPA,
Carboxypeptidase Y Precursor de P. pastoris (523 aminoacidos) y con CBPY YEAST,

Carboxypeptidase Y Precursor de S. cerevisiae (532 aminoacidos) en menor valor.

El péptido 1 no dio homologia aminoacidica con las secuencias presentes en el

BLAST X.
Es interesante notar que las proteinas mencionadas tienen valores de PM similares

al determinado para la enzima en estudio, con las incertidumbres logicas por tratarse de

glicoproteinas.

7. Western blots

Western blots realizados con anticuerpos contra la cruzipaina (no mostrados) y
contra el dominio C-terminal de la misma (Figura 21), disponibles en el laboratorio y
supuestamente especificos para la cruzipaina, mostraron reaccion positiva en las bandas A

y B de la Figura 18 o 1 y Il de la Figura 19 (Figura 21).
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Figura 21. Western blots con anticuerpos contra dominio C-terminal del laboratorio
(dilucion 1/1000).

Calle 1: Grupo 1 de fracciones de Mono Q: calle 2: Grupo 2 de fracciones de Mono Q: calle 3: Marcadores
molecculares de 66 kDa, 45 kDa y 35 kDa; calle 4: Marcadores preteiiidos de 196 kDa (a-macroglobulina),
118 kDa (p-galactosidasa). 90 kDa (Fructosa-6-p~quinasa), 70 kDa (Piruvato quinasa), 55 kDa (Fumarasa). 38
kDa (Deshidrogenasa lactica) y 33.5 Kda (Triosa fosfato); calle 5: Grupo 3 de fracciones de Mono Q: calle 6:
cruzipaina purificada con un paso extra de columna hidrofébica.

Las corrida electroforética. electrotransferencia y western blot se realizaron como se describe en 9 de

Materiales y Métodos.
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Para evaluar la especificidad del suero anti-cruzipaina que se obtenia de una
preparacion de Con-A Sefarosa, utilizando las bandas recortadas de gel se obtuvieron

anticuerpos contra la cruzipaina madura (banda B de Figura 18 o Il de Figura 19) y

nuevamente contra su dominio C-terminal aislado, como se detalla en 8 de Materiales y

Métodos. Se suponia que el anticuerpo anti-C-terminal ya disponible deberia ser

especifico de la cruzipaina, pues es dificil que ambas enzimas posean una banda de
aproximadamente 25 kDa que también compartan, si éste habia sido hecho solo contra ese

dominio. Sin embargo, se quisieron corroborar los sueros disponibles en el laboratorio.

Un primer intento se realizé con una dilucidon 1/500 de los sueros obtenidos de los

ratones y 0.23 pg de cada muestra usada en la Figura 21. No se obtuvo sefial alguna.

anti C-terminal ratén 1/50 anti cruzipaina madura ratén 1/50
i \ ) j s rgalin
0.23 ug 0.5 ug 0.23ug 0S5ug

anti C-ferminal ratén 1/500  anti cruz. mad. ratén 1/500 anti C-terminal mﬁejo‘iﬁiﬂﬂﬂ

o
0.5 ug 0.5 ug : 0.23 ug
Figura 22. Dot blots con anticuerpos contra cruzipaina madura y contra su dominio C-
terminal en distintas diluciones y para distintas concentraciones proteicas. La muestra

sembrada fue la cruzipaina proveniente de la Mono Q (fraccion 3).

Los dot blots se realizaron como se describe en 10 de Materiales y Métodos.

Como se supuso que era una dilucion suficientemente baja del suero como para
obtener un resultado, se realizaron los dot blots de la Figura 22 para determinar si la falla
estuvo en la cantidad de proteina sembrada, la dilucién del suero o la dilucion del suero

contra raton empleada.

El analisis de los blots revela que ni la cantidad de 0.23 pg de proteina sembrada, ni

la dilucion de los sueros contra raton (1/2500) fue la causa de no obtener resultado en el
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Western blot, pero si lo fue la dilucion usada de los sueros de raton. Se necesitaria usar una

dilucion 10 veces menor para obtener sefiales suaves.

A su vez, el resultado obtenido en los dot blots muestra que el suero contra
cruzipaina madura resulto, a igual dilucion de 1/50, mas sensible que el suero contra el

dominio C-terminal de la enzima.

El anticuerpo anti C-terminal de conejo se usd como control de que el revelado
anduviera bien y la cantidad de proteina usada en el Western original no fuera insuficiente

aun para un buen anticuerpo con el cual ya se habia obtenido sefial en la Figura 21.

Se reincubaron entonces los filtros disponibles del Western blot con una mayor
concentracion de los sueros obtenidos de raton (1/50), durante toda una noche. No se

obtuvo sin embargo sefial alguna.
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Debido a encontrarse bloqueada en su extremo N-terminal, la presencia de una
carboxipeptidasa quedé enmascarada hasta realizar una secuenciacion de péptidos
provenientes de una digestion triptica de las bandas por separado. Anteriores purificaciones
de la cruzipaina incluian a la carboxipeptidasa pues en la Mono Q se usaba condiciones en
las cuales copurificaban. Aun cuando se habian realizado anteriormente gradientes mas
planos, esta enzima no habia sido encontrada pues la fraccion de mayor actividad de la
cruzipaina se encuentra al final del gradiente, por lo cual las fracciones iniciales se

descartaban por baja actividad de la enzima que era anteriormente la de interés.

La presencia de azucares visualizada luego del tratamiento por endo H y tincion de
PAS era esperable debido a que el primer paso de purificacion corresponde a una afinidad
para azicares. Estudios preliminares indicarian la presencia de Manosa 9 y posiblemente

Manosa 8y 7.

Los datos bioquimicos (PM, puentes disulfuro, sustrato utilizado, etc.) obtenidos

coinciden con los disponibles en la literatura (30 - 33) para las carboxipeptidasas C.

La inhibicion parcial por PMSF, inhibidor de la gran mayoria de las serin
proteinasas, no indica que no se trate de una enzima de esta clase, pues no todas las
proteasas de una misma clase son necesariamente inhibibles con igual intensidad por un
inhibidor determinado. Ademas, también se ha informado una inhibicion mas lenta por
PMSF comparado con otros inhibidores, lo cual observamos al notar mayor inhibicién con
tiempos de incubacién mayores (31). Quizas se requieran mayores tiempos ain para una
inhibiciéon completa. Otro inhibidor caracteristico para las enzimas de esta clase, es el 3,4-

DCI que si result6 ser un buen inhibidor de la carboxipeptidasa.
La inhibicion por cloruro de mercurio y p-CMB sugiere un papel importante de

sulfidrilos libres. Por otro lado, concuerda con lo informado en la literatura (31, 32, 46)

para otras enzimas pertenecientes a la misma familia.
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La ausencia de inhibicion por o-fenantrolina, que indica la falta de requerimiento de
cationes divalentes y descarta la posibilidad de que se trate de una metaloproteasa, también
ha sido informado para este tipo de enzimas (31, 32). Mas aun, el EDTA es parte del
medio de reaccion, lo que indica la necesidad de quelar los cationes divalentes para permitir

la actividad.

El patrén doble de bandas que se visualiza mejor en el gel con muestras no
reducidas que reducidas (Figura 12), podria indicar la presencia de dos proteinas de igual

peso molecular pero distinto nimero de puentes disulfuro.

La ausencia de actividad esterasa es una diferencia llamativa. Sin embargo, solo se
probaron dos de los muchos sustratos que pueden usarse; por lo cual, quizas no se encontro

la actividad por no usar el sustrato o las condiciones adecuadas.

El valor obtenido de Km para FA-Phe-Phe resulta razonable para sustratos

sintéticos de peptidasas.

En geles con gelatina, se esperaba que no exista actividad al tratarse de una
exopeptidasa. Sin embargo, esto permitié discriminar si la actividad observada en dichos
geles en trabajos previos realizados en el laboratorio pertenecia a la cruzipaina

exclusivamente.

El hecho que en geles de gelatina, una técnica muy sensible, se vea una doble banda
donde estaria la carboxipeptidasa, y una banda mas a la altura de la cruzipaina madura, y
siendo éstas inhibibles por E-64, sugiere que podria haber por lo menos trazas de una
cistein proteinasa, ademas de la carboxipeptidasa que se revela por la actividad sobre FA-
Phe-Phe no inhibible por E-64. Esto podria confundir y hacer pensar que la doble banda
seria parte también de la cruzipaina y €sta podria presentar una actividad carboxipeptidasa
no inhibible por E-64. Sin embargo esto no es posible pues la secuenciacion de péptidos

mostré claramente la presencia mayoritaria de serin carboxipeptidasa tipo C sin revelar
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péptidos para cruzipaina. La ausencia de péptidos para esta ultima proteinasa, pero la
presencia de actividad de una cistein endoproteasa, podria sugerir que hay otra enzima de
esta clase o algun polimorfismo de los muchos que presenta la cruzipaina, pero que en masa
son despreciables y por eso no se las identifica en la secuenciacion. Otra de las razones
podria ser que no se haya secuenciado la suficiente cantidad de péptidos para hallar otra
enzima. Ademas, deberian secuenciarse cada una de las proteinas de la doble banda a la
altura de la carboxipeptidasa por separado, lo cual se encuentra en proceso para determinar
si se trata de una o mas cistein proteinasas. Una de las bandas creemos puede corresponder

a la proforma incompleta de la cruzipaina, idea que origino todo el trabajo.

Se utilizaron anticuerpos anti-C-terminal pues resulta mas confiable que el suero
contra cruzipaina total que se disponia hasta el momento, ya que el Gltimo estaba hecho de
muestras purificadas por métodos que incluyen a la cromatografia de afinidad, donde
copurifican la carboxipeptidasa y la cruzipaina. En el dominio C-terminal resulta mas
improbable que se halle un péptido que pertenezca a ambas enzimas o de reaccion cruzada

nuevamente.

El uso de estos anticuerpos anti-dominio C-terminal también muestra como los
geles de gelatina trazas de una proteina reconocida por €l, ain en las fracciones que
parecian mas homogéneas por tincion. Esto puede interpretarse como la posible presencia
de una cistein proteinasa relacionada con la cruzipaina, o de una proteina que presente
reaccion cruzada por los hidratos de carbono que posee. El intento dilucidar esta cuestion a
través de la obtencion de sueros anti-C- terminal y anti-cruzipaina madura, empleando el

material libre de carboxipeptidasa obtenida por HIC (pg. 40 de Resultados), no fue

fructifero pues los sueros obtenidos presentaron titulos muy bajos.

La localizacion lisosomal sugerida por los experimentos de permeabilizacion con

digitonina es compatible con el valor de pH 6ptimo acido determinado.
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No se sabe ain sin embargo, si la localizacion es exclusivamente lisosomal o puede
tener otras, pues la actividad del sobrenadante de mayor concentracion de digitonina no
iguala la actividad en el precipitado a concentracion cero. Esto podria deberse a errores
experimentales en las ultimas fracciones del sobrenadante que afectaran la actividad de la
enzima, o0 a inhibicién progresiva de la carboxipeptidasa por digitonina como se ha

observado en otras enzimas.

A partir de los péptidos que arrojaron identidad de carboxipeptidasa y secuencias
disponibles en las bases de datos, la Lic. F. Parussini disefié oligonucleotidos para la
amplificacion del gen por PCR a partir de DNA genémico de 7. cruzi, cepa CL-Brener. Los

oligonucléotidos disefiados fueron:

o carl (ggYTgRTccATIggMAccATRTglce)
o car2 (gARggIlgAYAAgCAYTACTTYTAcTgg) y
e Tbcar (ggYTgRTccATIggMAccATRTglcce).

Con ellos se obtuvieron fragmentos que se solapan de 800 (carl y Tbcar) y 1200
(car2 y Tbcar) pares de bases por PCR sobre DNA genomico de CL-Brener. La secuencia
parcial obtenida (Figura 23) indica una alta homologia con [P32826] CPBX ARATH,
Serine Carboxypeptidase precursor (4. thaliana), 539 aminoacidos. Son proteinas
Carboxypeptidase Y like. Esta secuencia no posee aun 300 bases del extremo carboxilo y
186 bases del extremo amino, segun se considera por comparacion con las secuencias

disponibles en las bases de datos.
Una vez obtenida esta secuencia, se pudieron localizar todos los péptidos

secuenciados, aun los que no presentaron homologia en la base de datos, con pequefias

modificaciones (Figura 23). También se indican los sitios de corte con tripsina.
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EGDEHYFYWAFGPRNGNPEAPVLLWMTGGPGCSSMFALLAENGPCLVNETTGDIYKN
PEPTIDO 3
NYSWNNEAYVIYVDQPAGVGFSYAEVEDYDSNEEEVSEDMYHFLQAFFRAHQKLRKN

KLFVVGESXGGHYAPATAHXINKANREHVGLPIRLAGLAVGNGLTDPXTQYAAYPSX
PEPTIDO 2
AWGWCREKLGEPCVSEEGYQQMSSMVXPCQKAIEICNSDNNFIAKXACVTARVLCNPII

GVYSATGLNNYDIRKPCIGTLCYNFDALNAFMNREDVQSSLGAKRQVWQSCNMEVNL
PEPTIDO 1
MFLMDWFKNFNYTVPTLLEDGVSVMIY AGEMDFICNWIGNKQWTTALNWPGKAVFNA

APDEPFRAPDGTVAGLXRHPXRRRRRT.PSCRCTTRATWXPWIN

Figura 23. Secuencia parcial de la carboxipeptidasa de 7. cruzi, cepa CL-Brener, obtenida
por PCR, traducida a aminoacidos. Comienza en el aminoacido 92, segun la numeracion de

otras carboxipeptidasas de la familia S10.
Las secuencias correspondientes a los péptidos 1. 2 y 3 se encuentran en color; los sitios de corte con tripsina

estan subrayados.

Todas estas secuencias son preliminares, y necesitan ser comprobadas nuevamente.

Por otro lado, una busqueda realizada sobre una libreria de coésmidos de 7. cruzi
cepa CL-Brener que representa 25 genomas, usando como sondas los fragmentos de 800 y
1200 pares de bases que se lograron por PCR, dio 57 clones positivos. Esto indicaria que se
trataria de un gen de copia unica o a lo sumo de dos copias. Sin embargo, esto aun debe ser
evaluado ya que el polimorfismo a nivel de nucleétidos en la tercera base de los codones en
general, y la abundancia con que se encuentra en las librerias de GSs, ponen ain en duda

cual es su numero en el genoma.

Futuros proyectos del laboratorio tenderan a completar la caracterizacion de la
carboxipeptidasa, incluyendo la composicion en azicares de las cadenas de oligosacarido,
la finalizacién de su secuencia y analisis de la abundancia relativa de la enzima en el
genoma, e incluiran la comparacion de la actividad de la enzima nativa y la recombinante,

expresada en E. coli o en el sistema de células de insecto (baculovirus).
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Conclusiones VI

D

2)

3)

4)

3)

6)

7

8)

Hemos detectado por primera vez una actividad de serin carboxipeptidasa en el
Trypanosoma cruzi. Este tipo de enzima no habia sido descripto ain en
Trypanosomatidos.

El extremo N-terminal de la carboxipeptidasa se encuentra bloqueado.

La homologia de secuencia tanto por los péptidos secuenciados como por las secuencias
parciales nucleotidicas, sugiere que se trata de una serin carboxipeptidasa de tipo C.

Se trata de una glicoproteina, presumiblemente del tipo alta manosa, con un peso
molecular aparente de 63 kDa.

Presenta puentes disulfuro y ademas uno o mas sulfidrilos libres importantes para la
actividad.

Tiene mayor afinidad por sustratos con residuos hidrofébicos en P1° a valores de pH
acidos. Esto esta de acuerdo con su ubicacion lisosomal.

No hemos detectado actividad de esterasa en las condiciones ensayadas y no presenta
actividad gelatinolitica.

Se inhibe parcialmente con PMSF, inhibidor de la mayoria de las serin proteasas,
muestra una inhibicion mayor con 3,4-DCI, otro inhibidor de serin proteinasas, y

completa con p-CMB y HgCl,.
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