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INTRODUCCION.

Generalidades.

El Trxpanosoma cruzi es el agente causal de 1a enfermedad de

Chagas. El área afectada por esta parasitosis coincide con

la distribución de la vinchuca, su vector, en el continente
americano. Se considera que es desde el paralelo 40° lat N

al 45° lat S (211). En 1989, la Organización Mundial

de la Salud calculó que 90 millones de habitantes

latinoamericanos viven en zonas endémicas y que 18 millones

de ellos estarian infectados con T.cruzi (192.b). En

nuestro pais se calcula en 3 millones el número de

chagásicos (10% de la población) (126). En el ciclo

domiciliario (vivienda humana y peridomicilio) los

triatomineos domiciliarios transmiten el parásito entre el
hombre y los animales domésticos. En Argentina, el Triatoma

infestans (vinchuca) es el responsable más frecuente (1).

Sistemáticamente el T.infestans pertenece al Orden
Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae

(Klug). Todos los estadios ninfales de ambos sexos son

hematófagos, y sólo con fuentes sanguíneas de alimentación

se cumplen los pasos de la metamorfosis (212).

Sistemática del parásito.
La ubicación sistemática del T.cruzi (104) es:
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TIPO: Protozoa (Goldfuss,1818).

SUBTIPO:Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963).

SUPERCLASE:Mastigophora (Dresing, 1866).

CLASE:Zoomastigophorea (Calkins, 1909).

ORDEN:Kinetoplastida (Honigberg, 1963).

SUBORDEN:Trypanosomatina (Kent, 1880).

FAMILIA:Trypanosomatidae (Doflein, 1901).

GENERO:Trypanosoma (Gruby, 1843).

SUBGENERO:Schizotrypanum (Chagas, 1909).

ESPECIE: cruzi (Chagas, 1909).

Hoare (104) divide al género en dos secciones: Salivaria y

Estercoraria. La primera agrupa a organismos patógenos,

transmitidos por inoculación, que se desarrollan en la

estación anterior del insecto vector (generalmente 1a mosca

tsé-tsé) y con estadio trypomastigote en el mamífero.

Algunas de las especies son el T.brucei rhodesiense y

T.b.gambiense (enfermedad del sueño en el hombre),

T.b.brucei, congolense y vivax (nagana y otras enfermedades

en el ganado). La segunda sección comprende organismos no

patógenos (con la excepción del T.cruzi), transmitidos por

contaminación, con desarrollo en el intestino posterior del

vector, y con formas amastigotes y trypomastigotes en

mamíferos. En general se trabaja con "cepas" del parásito,

pero deberia hablarse de aislamientos. Las cepas presentan
variaciones a traves del tiempo, por ejemplo: disminución
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de la capacidad infectante de cepas mantenidas en medio de

cultivo (103), variaciones del ciclo intracelular (122), de

patrones isoenzimáticos (158), tropismo tisular (185), etc.
Para explicar estos cambios se postuló que T.cruzi está

compuesto en la naturaleza por poblaciones heterogéneas de

organismos. Las condiciones utilizadas en el laboratorio
para mantener esas poblaciones ejercerian presión selectiva

sobre sub-grupos. En consecuencia, la composición de la

"cepa" cambiaria a través del tiempo (114). Engel (76)

descartó que estas variaciones puedan deberse a mutación en

el medio de mantenimiento. Trabajando con 19 clones

(poblaciones genéticamente homogéneas, derivadas de un

individuo por división asexuada ) durante 2 años, no detectó

variaciones en sus parámetros biológicos.

Mkfi
T.cruzi es un parásito digenético, o sea que su ciclo de

vida comprende dos huéspedes (Fig.1). Uno es un mamífero y

el otro un insecto hematófago que es el huésped

intermediario o vector. El parásito presenta varias formas
diferentes en su ciclo de vida:

Amastigote (forma intracelular en mamifero): redondeado,

división binaria. Presenta un flagelo pequeño (1 pmde

largo), lo que ha originado que algunos autores prefieran

llamarlo esferomastigote (37,130).
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Figura 1- Ciclo de vida del Trzganosomacruzi.
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Esferomastigote (intestino del vector): forma semejante al

amastigote, pero extracelular, que provendria de los trypo

mastigotes ingeridos, y se diferenciaría a epimastigote.

Epimastigote (intestino del vector): alargado, flagelo
libre, división binaria, kinetoplasto situado anteriormente
con respecto al núcleo.

Trypomastigote [ampolla rectal del vector (trypomastigote

metacíclico) y en sangre del mamífero (trypomastigote

sanguíneo)]: alargado, más delgado y móvil que el

epimastigote, membranaondulante, flagelo libre anterior,

kinetoplasto posterior al núcleo, incapaz de dividirse.

Transmisión.

La transmisión natural sigue en general un mismopatrón. El

insecto hematófago infectado pica al mamífero para

alimentarse y deja en la piel o en las mucosas sus

deyecciones. El parásito atraviesa la epidermis por alguna
solución de continuidad e invade las células. Los mamíferos

son susceptibles a T.cruzi, a diferencia de las aves y

animales de sangre fría que son refractarios a 1a infección.
Dentro de las células se diferencia a amastigote y comienza

a duplicarse.
Esto se repite por varias generaciones (dependiendo el

número de generaciones del clon) y luego se diferencia a
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trypomastigote, que por ruptura de la célula pasa al

torrente sanguíneo; ésta es la forma que es tomada por la

vinchuca cuando pica. Desde la sangre puede invadir células

de distintas visceras. Preferentemente afecta corazón,

sistema nervioso, músculos, sistema reticuloendotelial y

aparato digestivo; observándoseque distintos aislamientos
muestran diferentes preferencias (tropismo).

En el tubo digestivo de la vinchuca el trypomastigote se di

ferencia (esferomastigote-epimastigote). Comoepimastigote

se divide en el intestino medio. A nivel de la ampolla

rectal se diferencia a trypomastigote metaciclico. Tanto

las formas reproductivas como las formas infectantes se

adhieren por el flagelo al epitelio de la glándula rectal a
la salida de los tubos de Malpighi. Al picar la vinchuca

defeca, y se reinicia el ciclo.
Además de la transmisión natural se ha demostrado

transmisión congénita [alcanza 2-3 % de hijos de madres

chagásicas (164)] y transmisión por transfusión de sangre

(143). A esto hay que sumar los casos de infección
accidental en laboratorio.

Ultraestructura.

El T.cruzi mide entre 5 y 25 pm de largo y 3 a 5 pm de

diámetro, según el estadio. Vamosa ver en detalle cada uno

de sus componentesa nivel ultraestructural.
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Membranaplasmática: de 8 a 10 nmde espesor. Estructura

tipica bilaminar, con microtúbulos subyacentes que corren

longitudinalmente, unidos entre si por puentes laterales

finos, y que sirven para mantener la forma del parásito. El
único marcador enzimático adecuado encontrado hasta el

presente es la adenilato ciclasa (85). Exteriormente a la

membranase observa una cobertura superficial teñible con

rojo de rutenio, de un espesor de 5 (epimastigote) o lS nm

(trypomastigote) (142).

Núcleo tipico eucariótico, con una membrana bicapa, con

poros, con la cromatina dispuesta en forma periférica, con
nucleolo. Membrananuclear externa continua con reticulo

endoplásmico granular. La división celular mitótica fue

estudiada recientemente por Solari (173), quien concluyó que
T.cruzi tendria 10 unidades cromosómicas. Estudios más

recientes, utilizando la técnica de electroforesis de pulso
variable, indican, sin embargo, que el número de cromosomas

podria ser considerablemente mayor (78,90). Uno de estos

grupos de investigación (78), pero no el otro, fue capaz de

detectar "minicromosomas“,aunque en número muy inferior al

presente en T.b.brucei. El DNAnuclear es lineal (155). El

tamaño genómico seria de 2,5 x 10E8 pares de nucleótidos.

La mayoria de los genes estarian representados con una baja

frecuencia (30-40 copias por célula) (115). El DNA nuclear

esta asociado con proteinas básicas del tipo de las
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histonas; la histona H1 se supuso ausente (159), pero

estudios más recientes indican su presencia (190).

Citoplasma con muchos ribosomas. Tanowitz aisló ribosomas y

sus subunidades de epimastigotes de 1a cepa Tulahuén (186).

Sus coeficientes de sedimentación (46 S y 35 S) fueron

significativamente diferentes de los de las celulas de

mamíferos. Lanar (115) extrajo el RNA polisomal de

epimastigotes y calculó que habria 12.000 RNAmdiferentes.

Cerca de 9.000 de ellos estarian poliadenilados.

El flagelo sale de un cuerpo basal que se halla en el fondo

de una invaginación con forma de frasco (bolsillo flagelar).

Fue observado un citostoma en amastigotes de tejido y

epimastigotes de cultivo (131,162). Alli se realizaría la
pinocitosis de coloides. Hay un segundo cuerpo basal cerca

del primero, amboscon la clásica estructura centriolar. El

flagelo está recubierto por una vaina flagelar que es una
extensión tubular de 1a membranacelular. El flagelo posee

la clásica 'estructura 9+2 (9 pares de microtúbulos
periféricos y l central). Paralela a estos microtúbulos
presentan una estructura paracristalina ( eje paraxial).
En trypomastigotes el flagelo se halla unido al cuerpo del

parásito por una fila de desmosomas. El estiramiento de la

membranaplasmática por el movimientoflagelar le confiere

el aspecto de una membranaondulante.

El kinetoplasto está cercano a los cuerpos basales del



Introducción 9

flagelo. Es un cuerpo de forma discoide, que en realidad

constituye una expansión capsular de la mitocondria.

Contiene DNA (que comprende aproximadamente un 20 k del

total), y está organizado comomaxicirculos y minicirculos.

Estos se agrupan en hileras superpuestas, presentando un

doble disco los epimastigotes (37,69) y tres o cuatro discos

los trypomastigotes (37). Los maxicirculos codifican

algunas proteinas mitocondriales, comoel apocitocromo b y

ciertas subunidades de la citocromo oxidasa y de la ATPasa.

La mitocondria es única, y presenta una forma ramificada.
Tiene crestas en su membranainterna.

Glicosomas: son organelas que contienen la mayoria de las

enzimas de la glucólisis, aunque también contienen algunas

enzimas pertenecientes a otras vias metabólicas (139).

Peroxisomas: cuerpos electrónicamente densos, con reacción

positiva a la peroxidasa (71).

El Golgi se halla cerca del bolsillo flagelar. Su faz
proximal recibe aportes del reticulo endoplásmicogranular.
Su faz distal está rodeada de vesículas y cuerpos
multivesiculares.

Reservosomas: vesículas que contienen proteinas endocitadas

por el parásito y que puedenpresentar inclusiones lipidicas
(l75,39,172).
Lisosomas: se vio actividad de fosfatasa ácida en bolsillo

flagelar y en citoplasma cercano (116,178). Meirelles y De
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Souza, por tinción citoquimica y observación al microscopio
electrónico, sólo detectaron actividad de fosfatasa ácida en

lisosomas cercanos al bolsillo flagelar (129).

Metabolismo gg hidratos gg carbono.

T.cruzi no almacena polisacáridos (38). Gorin (94) detectó

en epimastigotes de la cepa Y un galactomanano y un

D-glucano. El nivel de glucosidasas fue bajo, exceptuando
la alfa-manosidasa (13).

Biosintesis de glicoconjugados: Parodi y Quesada-Allue

(141) detectaron en epimastigotes de la cepa Tulahuén un

lipido (derivado de dolicol) unido a un azúcar (9 unidades

de manosa con 2 unidades de N-acetil-D-glucosamina). Este

último compuesto sólo puede glucosilarse posteriormente a su

transferencia a la proteina (142). Este mecanismo es

similar al encontrado en Crithidia fasciculata, un

tripanosomátido no patógeno (140) y difiere del de otras

células eucarióticas, desde levaduras hasta mamíferos, en

los cuales el oligosacárido que se transfiere contiene 3
glucosas, que se eliminan durante el procesado.

Recientemente Parodi y sus colaboradores han descripto

diferencias en el número de manosas que contiene el

oligosacárido que se transfiere en distintas formas del
T.cruzi, asi comoen los que se transfieren en diferentes

géneros de Trypanosomatidae. Además, han comprobado que la
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falta de glucosilación del oligosacárido transferido se debe
a la falta de dolicol-P-glucosa, que es el dador obligado en

esa etapa biosintética, y que la velocidad de transferencia

del oligosacárido glucosilado o sin glucosilar es idéntica
para T.cruzi, en tanto que los mamíferos transfieren con

eficiencia mucho mayor el oligosacárido triglucosilado
(142).

Catabolismo: el parásito es capaz de catabolizar glucosa y

otros azúcares (64,119). El transporte de azúcares al

interior de la célula es activo, al menos con galactosa

(200,201). El T.cruzi degrada glucosa en anaerobiosis y

aerobiosis. En ambos casos produce dióxido de carbono,

L-alanina, acetato y succinato, realizando una verdadera
“fermentación aeróbica“ (160,36,77,56). La producción de

lactato es escasa o nula, a pesar de la existencia de una

enzima con actividad de lactato dehidrogenasa (89). La

mayor parte de la glucosa es metabolizada por 1a via

glucolitica, siendo ademásoperativa 1a via de las pentosas.

Casi la totalidad de las enzimas glucoliticas están ubicadas
en un organoide, el glicosoma (187), como en el caso de

T.brucei (138). En el control de este camino metabólico no

intervienen la hexoquinasa ni la fosfofructoquinasa (la
primera no es modulada por glucosa-S-P y la segunda es

inhibida por una concentración de ATPmayor a la —requerida

por la enzima de mamíferos). En este proceso de
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fermentación aeróbica hay fijación de dióxido de carbono,

realizada por la carboxiquinasa fosfoenolpirúvica (49),

localizada en los glicosomas (46). La enzima málica

presenta dos isoenzimas con distintas propiedades cinéticas

y regulatorias (45) y distinta ubicación (53,46). Su
función seria decarboxilar los ácidos dicarboxilicos de

cuatro carbonos para su catabolismo. La malato

dehidrogenasa también presenta dos formas diferentes, una

glicosomal y una mitocondrial (47). El malato seria el

metabolito fundamental para el transporte de carbono

proveniente de la glucosa y de equivalentes de reducción del

glicosoma a la mitocondria (47). El ciclo de Krebs es

funcional, como se demostró por marcación isotópica

(30,74,75). Se ha demostrado la presencia de todas las

enzimas del ciclo, menosla alfa-oxoglutarato dehidrogenasa

(96). La citrato sintasa presenta peso molecular y
propiedades cinéticas y regulatorias similares a los de la
enzima de mamíferos (108).

Existe una cadena respiratoria para reoxidar coenzimas

reducidas, compuesta por los citocromos b, c558, a+a3 y o.
Los dos últimos serian oxidasas terminales alternativas.

Las particulas mitocondriales pueden oxidar succinato,
alfa-glicerofosfato y NADH(181). En cuanto a la

fosforilación asociada a la cadena, habia evidencias

indirectas de su existencia (180), hasta que recientemente
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se la pudo demostrar con partículas submitocondriales
aisladas (4). Se detectó una ATPasamitocondrial sensible a

oligomicina, que sería responsable de la fosforilación

oxidativa, actuando comoATPsintetasa (163,86). La enzima

fue solubilizada (87) y purificada (50).

El metabolismo de peróxido de hidrógeno y peróxidos es

deficiente. El parásito no tiene catalasa. La peroxidasa

está localizada en microcuerpos (72). El sistema glutatión

peroxidasa- glutatión reductasa, vía alternativa para la
utilización metabólica del H202, estaría ausente (34). Esto

explicaría la toxicidad de la O-naftoquinona y el Nifurtimox

para T.cruzi, pues el metabolismo de estas sustancias

produciría anión superóxido y luego H202, por acción de 1a

superóxido dismutasa (73,33,7S). Sin embargo, el reciente

descubrimiento en Trypanosomátidos, entre ellos T.cruzi, de

la tripanotiona y enzimas relacionadas con su metabolismo,

como la tripanotiona reductasa, indican que esta área del

metabolismo es mucho más compleja. En cuanto a los sistemas

de detoxificación, se encontró que el sistema monooxigenasa

de la fracción microsomal tiene el citocromo P 450 (5,6).

FUe hallado también el sistema de la epóxido dehidrasa y la

glutatión- S-transferasa (208).

Metabolismogg lípidos.

Los lípidos constituyen el 20% del peso seco de los
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epimastigotes de cultivo (195). En cantidad, el colesterol

es el principal esteroide, seguido por el ergosterol.
Bronia y col. (42) detectaron glicéridos, esteroles,
glucolipidos y fosfolipidos. Los ácidos grasos están
generalmente no saturados. Posiblemente los triglicéridos

sean una reserva energética y, por ende, un responsable del

alto metabolismo endógeno (157,97). El parásito puede

consumir ácidos grasos exógenos (206,96). En cuanto a la

sintesis, Aeberhard y col. (3) demostraron que los

epimastigotes de la cepa Tulahuén pueden sintetizar acidos
grasos y lipidos complejos partiendo de acetato-l-14C.

Metabolismo de los ácidos nucleicos.

T.cruzi no realiza la sintesis del anillo de la purina. Por

ello debe tomar del medio las bases libres y los nucleósidos

(96,29). En cuanto a las pirimidinas, las puede sintetizar

(cuantitativamente lo más importante in vivo) o tomar del
medio (96). Las enzimas del camino biosintetico fueron

detectadas por Hammondy Gutteridge (98). La biosintesis de

ácidos nucleicos fue poco estudiada. Sims y Gutteridge

(171) demostraron la presencia de DNApolimerasa y de tres

RNApolinerasas.

Metabolismo gg proteinas.

El 43 a 53 %del peso del parásito es proteina (196). El
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5,2%del nitrógeno proteico está constituido por aminoácidos

libres (204). El parásito necesita aminoácidos en el medio

para crecer (14), o proteinas de las cuales pueda obtenerlos

(15). Von Brand demostró que puede consumirlos, produciendo

NH3 que es liberado como tal al medio. El hecho de ser

amoniotélico estricto se debe a su carencia de las enzimas

del ciclo de la urea (44). La sintesis de aminoácidos a

partir de glucosa fue demostrada en el caso de alanina,

aspartato y glutamato (170). Partiendo de serina el

parásito puede interconvertirla a alanina, aspartato,
glutamato, glicina, cisteina y treonina (100).

Transporte de aminoácidos desde el medio: Hampton demostró

1a presencia de sitios para lisina y arginina (99) y la

inhibición del transporte por otros aminoácidos diaminados.

Fernandes y col. informaron los requerimientos para la

sintesis de proteinas (83) y demostraron inhibición parcial

por mitomicina C (84). Mancilla (123,124) demostró 1a

inhibición de la incorporación de leucina por actinomicina D

y puromicina. Roitman y Gutteridge (157) demostraron que

agregando treonina _marcada al medio se pueden recuperar

ácidos grasos marcados, de modoque podria estar operando

una via que conducede treonina a acetato y a glicina (62),

similar a la propuesta para T.brucei (63).

El parásito contiene las poliaminas putrescina y

espermidina, que son probablemente obtenidas a partir de la
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ornitina (CamargoE.P., citado por 16).

La sintesis de porfirinas, partiendo de glicina y

succinil-Co A, no es completa, por carencia de alguna de las

enzimas de la via (161). Esto origina el requerimiento de
hemina en el medio de cultivo.

Catabolismo de aminoácidos: Hampton (100), partiendo de

serina marcada radiactivamente, encontró incorporación de

marca en todas las fracciones metabólicas, menos en ácidos

nucleicos. Mancilla (124) observó que marcando la leucina,

la mayoria de la radiactividad aparecia en ácidos orgánicos,

y algo en lípidos y ácidos nucleicos. Comoal agregar

glucosa aumentó el catabolismo de la leucina y disminuyó la

producción de dióxido de carbono, sugirió que el catabolismo
de la leucina es similar al de mamíferos, entrando los

productos finales, acetil-Co A y acetoacetato, al ciclo de

Krebs. Sylvester y Krassner (184), aplicando la misma

metodologia, comunicaron que la prolina, aspartato y

glutamato seguirian otro camino metabólico. Se basaron en

que el consumode oxigeno agregando prolina y glucosa casi

duplicaba al obtenido con cualquiera de ellos sólo. Los

mismos autores incubaron los parásitos (epimastigotes de

cultivo de la cepa Costa Rica) con prolina, arginina,

glutamato y aspartato marcados. Concluyeron que todas las
Vias catabólicas estudiadas desembocanen el ciclo de Krebs.

Algunas de ellas no fueron reversibles, dado que se recuperó
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marca en aspartato, cisteina y lisina, pero no en glutamato,
prolina y alanina (en este último caso, si se marcó

partiendo de glucosa radiactiva).

Transaminasas: Son enzimas que separan los grupos alfa

amino de un aminoácido para transferirlo a un alfa
oxoácido. El resultado final es la formación del alfa

oxoácido correspondiente al aminoácido dador y del alfa

aminoácido correspondiente al cetoácido receptor. En

epimastigotes de T.cruzi se detectaron reacciones de

transaminasa (24,210). Zeledón encontró que numerosos

aminoácidos podian ser donadores del grupo amino, para

convertir el alfa- cetoglutarato a L-glutamato, o el

piruvato a L-alanina. Se ha demostrado la presencia de

aspartato aminotransferasa (51) y de leucina amino

transferasa (133) en epimastigotes de la cepa Tulahuén, y de

alanina aminotransferasa en epimastigotes de la cepa Y (23).

Desaminación: Los grupos amino recogidos de los aminoácidos

por acción de las transaminasas aparecen en forma de grupos

alfa- amino del glutamato. Esta molécula puede experimentar

una desaminación oxidativa, catalizada por la glutamato

deshidrogenasa. Los grupos NH4+liberados se descargan al

medio, alcalinizándolo. En varias cepas del parásito se
detectaron dos glutamato deshidrogenasas distintas
(52,198,193,43). La diferencia entre ellas es el aceptor de

electrones-requerido, NADo NADP. No se conoce bien el
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papel que desempeñan ambas enzimas en el metabolismo del

parásito; si bien Carneiro y Caldas (48) han propuesto que

la enzima NADPdependiente seria catabólica, experimentos

más recientes (55) indican que la actividad de la enzima NAD

dependiente aumenta considerablemente despues de agotarse la

glucosa en el medio de cultivo, lo que sugiere que esta

enzima seria la principal involucrada en la degradación de

aminoácidos. La glutamato dehidrogenasa NADPdependiente ha

sido purificada hasta homogeneidad proteica, y se ha

determinado tanto su composición en aminoácidos, como la

secuencia de 33 aminoácidos del extremo N terminal, que

presenta 65%de homologia con el de la enzima similar de

Escherichia 99;; (57).

Proteinasas: El interés de su conocimiento radica en que:

l) la degradación proteica intracelular podria ser, junto
con el consumode lipidos, la responsable de la alta tasa de

respiración endógena (96); 2) participan en la degradación

intracelular de proteinas del medio, asi comoen el recambio

("turnover") de las proteinas del propio parásito; 3) estas
enzimas pueden estar involucradas en la penetración del

parásito a la célula de mamífero, sea por ataque

proteolitico de la membrana del huésped (31), sea por

alteración de moléculas de la propia membranadel parásito

(147,11), que harian posible la adhesión parásito- huésped.
En este contexto, se podria suponer su presencia en membrana
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o en vesiculas cercanas a la misma. Si estuviera en

membrana, como la principal proteina superficial de

promastigotes de Leishmania, una zinc metaloproteinasa (80),

podria cumplir también alguna de las funciones que se

postularon para ella (degradación extracelular de proteinas

del medio, protección del parásito frente a ataque

enzimático); 4) podrian participar en mecanismosde escape a

la respuesta inmune, sea por internalización y posterior

digestión de IgG unida a su membrana(2,174,188), sea por el

fenómeno conocido como Fabulación, consistente en la

sintesis por trypomastigotes de la cepa CLde proteasas que

hidrolizarian la molécula de inmunoglobulina unida a la

superficie del parásito (112). Los productos de clivaje

(Fab) no producirian aglutinación, no desencadenarian la

lisis por complementoni 1a fagocitosis por macrófagos, y

prevendrian la adhesión de moléculas integras de

inmunoglobulina (*); 5) durante procesos de aislamiento de

(*)La presencia de proteasas especificas para moléculas de
inmunoglobulina ha sido descripta en el caso de IgA. La
habilidad para producir proteasa anti-IgAl está presente en
bacterias patógenas (Neisseria gonorrhoeae y meningitidis,
Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae (135,41),
pero no en especies no patogénicas de Neisseria o
Haemophilus, o en bacterias oportunisticas tales como la
mayoria de los aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa. En un caso
se identificó una proteasa extracelular de Clostridium gp
que hidrolizó IgAl y produjo fragmentos Fc y Fab (88),
reteniendo este último completa capacidad de anticuerpo
(125). La proteasa anti-IgA seria una metalo-enzima con una
variable sensibilidad a EDTA(149) y con especificidad por
la IgAl humana.
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proteinas enzimáticas o antigénicas, las proteinasas podrian
alterar los productos finales obtenidos. En este contexto,

se impone en particular conocer las posibilidades de
inhibición de las mismas (191).

Las proteasas se pueden clasificar en dos grupos según la

ubicación de los enlaces peptidicos hidrolizados:

exopeptidasas (cuya acción es dirigida a1 extremo amino o

carboxilico del péptido) y endopeptidasas (enzimas que

clivan uniones peptidicas internas de péptidos y que

usualmente no pueden ubicar los extremos cargados del

sustrato en el sitio activo). Segúnlas caracteristicas de
su sitio activo se puede clasificar a las endopeptidasas (o
proteinasas) en cuatro grupos principales: serin, cistein,
aspartil y metalo proteinasas (20).

SERIN PROTEINASAS. Comprende aquellas enzimas que tienen un

residuo de serina en el sitio activo y un mecanismo

catalitico que involucra la unión covalente del sustrato a1
grupo OH de ese residuo. El inhibidor especifico es el

diisopropil fluorofosfato (DIFP), aunque también son
sensibles al PMSF, TLCK,TPCK, y a los péptidos de origen

microbiano leupeptina, antipaina y quimostatina. Las

enzimas “tipo tripsina" son aquéllas que hidrolizan uniones

peptidicas donde el grupo carbonilo es aportado por lisina o

arginina, mientras que las del "tipo quimotripsina"

requieren un aminoácido aromático en esa posición.
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CISTEIN PROTEINASAS(o tiol proteinasas).

Poseen un residuo de cisteina en el sitio activo, cuyo grupo
SH se une covalentemente al sustrato. 3-64 [L-trans

epoxisuccinil- leucilamido (4-guanidino) butano] es el

inhibidor más especifico, seguido por los organomercuriales

comoel pCMB,los agentes alquilantes iodoacetamida (IAm),

iodoacetato (IAA) y N-etilmaleimida (NEM),y por leupeptina,

antipaina y quimostatina. E-64 reacciona con el grupo

sulfhidrilo del sitio activo, con el cual formaun tioéster.

Los demás reactivos de tiol pueden reaccionar con otros

grupos sulfhidrilos, afectando de modo indirecto e

inespecifico la actividad enzimática.

La papaina y las catepsinas son integrantes tipicos de este
grupo.

Propiedades especificas han permitido separar dos nuevos

subgrupos: las calpainas y las proteinasas dependientes de
ATP.

Calpainas (CALcium-dependent paPAIN-like proteinases):

requieren Ca para su actividad. Se encuentran en 1a mayoria

de los tejidos comoheterodimeros de 110 kD compuestos de

subunidades cataliticas (80 kD) y subunidades de función

desconocida (30 kD). Se observaron dos formas (I y II),

distinguibles por su diferente requerimiento de
concentración de Ca. Presentan alta especificidad de

sustrato, por lo que se las ha relacionado con ciertas
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respuestas fisiológicas.
Proteinasas dependientes de ATP: presentan dos grupos con

distinta ubicación subcelular. Unose encuentra en citosol

(cistein proteinasas) y el otro en mitocondrias (serin

proteinasas). Las caracteristicas comunesson: enzimas de

alto peso molecular, oligoméricas, con pH Óptimo alcalino.

Las diferencias radican tanto en el requerimiento de Mgcomo

en la necesidad o no de hidrolizar el ATP para expresar

completa actividad.

ASPARTILPROTEINASAS(o proteinasas ácidas).

Tienen dos residuos de ácido aspártico en el sitio activo y

se cree que el mecanismode catálisis es de tipo ácido-base.

Pepstatina A es el inhibidor especifico de sitio activo. En

este grupo se encuentran la pepsina, la quimosina y 1a
renina.

METALOPROTEINASAS.

Presentan un metal en el sitio activo, generalmente zinc.

No se conoce exactamente la función de estos iones, pero se

ha propuesto que aumentarian la nucleofilidad del agua y

polarizarian 1a unión peptidica a hidrolizar, previo al
ataque nucleofilico.
Los agentes quelantes (1,10-fenantrolina, EDTA) ejercen

sobre ellas una inhibición especifica.
Se pueden distinguir de las proteinasas activadas por
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metales por el valor de 1a constante de asociación para el

complejo metal- enzima y por su respuesta a una serie de
inhibidores.

La termolisina es una enzima tipica de este grupo.

Reuniendo caracteristicas comunesa varios de los grupos

mencionados se halla el grupo de las proteinasas
Multicataliticas.

Está compuesto por enzimas citosólicas de pH óptimo

alcalino, sin requerimiento de ATP,de alto peso molecular

(600-700 kD), con pequeñas subunidades (21-34 kD). Se

caracteriza por presentar varios sitios activos con distinta
especificidad de sustrato y sensibilidad a inhibidores. Aún

no se ha logrado asignar cada actividad catalitica a cada

uno de los componentes del complejo.

El primer informe sobre existencia de proteasas en T.cruzi
fue el de Gonqalves (93).

Itow y Camargo (106) analizaron varias enzimas de

epimastigotes de 1a cepa Y. Los sustratos hidrolizados y

las propiedades de las enzimas fueron: a) azocaseina

(hidrolizada por amplia gamade proteasas): la actividad

fue soluble (la mayoria en sobrenadante de 120.000 xg),

temperatura óptima 60° C, pH Óptimo menor de S, no inhibible

por PMSF;b) aminoacil- beta- naftilamida (sustrato para

aminopeptidasas): temperatura óptima de 40° C, pH de 7-8;
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c) BAPAy BANA(benzoil- arginil- naftilamida) (sustrato

para enzimas parecidas a la tripsina): temperatura óptima

de 37° C, pH 8; d) N-carbobenzoxi- L-tirosina- p-nitrofenil

éster (sustrato para enzimasparecidas a la quimotripsina):

37°Cy pH 7. Esta actividad es particulada.

Bongertz y Hungerer (31) aislaron 1a enzima que hidrolizaba

BAPA de la cepa D1. Su peso molecular fue de 200.000.

Otros sustratos que pudo hidrolizar fueron: hemoglobina,

BAEE(alfa-N- benzoil-L- arginin etiléster) (actividad de

esterasa) y BAA (alfa-N- benzoil-L- arginin amida)
(actividad de transamidasa). Un 2% de la molécula es

carbohidrato (glucosa, manosa, galactosa, xilosa,

glucosamina). EDTA no afectó la actividad. Se obtuvo

inhibición con inhibidores de grupos sulfhidrilos. Por

oxidación pierde 60% de la actividad, que recupera al ser

reducida. Esta enzima está también en trypomastigotes (cepa
Brasil).

Avila y col.(l3) encontraron en la cepa Y cinco proteinasas.

La nomenclatura que propusieron y sus valores de pH óptimo

fueron: peptidasa I [4,8], pept. II [6,8], pept. III
[6,6], catepsina A [5,2] y cat. D [3,8]. La primera fue

activada por cisteina.
Rangel y col. (152) purificaron a partir de epimastigotes

de la cepa Y una enzima capaz de hidrolizar caseina a pH 6 y

hemoglobina a pH 3. Menos del 2%del peso de la molécula
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fue carbohidrato. Su peso molecular fue de 60.000. Fue

activable por EDTAy reactivos sulfhidrilicos, e inhibible

por compuestos mercuriales y otros inhibidores de grupos SH.

Las inhibiciones fueron reversibles por Z-ME. Ni TLCK ni

TPCKalteraron la actividad. Esta enzima fue detectada por

inmunofluorescencia y reacción inmunoenzimática (153) en

trypomastigotes y amastigotes de varias cepas. Por

microscopía electrónica se constató que estaba ubicada en la

superficie de los amastigotes.

Torruella y col. (191) estudiaron actividades proteoliticas

en 6 cepas de T.cruzi: Tul 0, Tul OR, Tul 2, CA-l, Sonya e

Y. Los pH óptimos con los distintos sustratos usados

(caseina, azocaseina, BAPA)fueron respectivamente: S, 7 y

7,5-8. Detectaron distintos niveles de actividad con

azocaseina y caseina en epimastigotes de las 6 cepas
estudiadas.

Cazzulo y Franke de Cazzulo (54) estudiaron la actividad

proteolitica de la cepa Tul 2 sobre sustrato endógeno

(sobrenadantes de parásitos rotos, centrifugados a 1.000 o
105.000 xg). Encontraron una temperatura "óptima" de 65° C

a pH 5 y 7,2. En el rango de pH 3—4 se obtuvo 1a máxima

actividad, con un pico menor en pH 6-7 para el sobrenadante

de 1.000 xg, correspondiente a una proteinasa particulada.

De los inhibidores probados, el TLCKfue el más efectivo,

seguido por el PMSF,aunqueeste último no afectó el pequeño
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pico del sobrenadante de 1.000 xg. Los autores concluyeron

que la actividad encontrada era atribuible a la enzima

previamente estudiada por Itow y Camargo (106) y Torruella y

col. (191).

Recover y Piras (154) evidenciaron actividad proteásica de

trypomastigotes y epimastigotes enteros, que también se

detectó en el medio de incubación de los parásitos. La

actividad es estimulada por DTTy EDTAe inhibida por iones

metálicos, pCMB,N-etil-maleimida, quimostatina, leupeptina,

aprotinina y antipaina, sugiriendo que 1a enzima es del tipo

de las cistein proteinasas. La enzima puede usar como

sustrato albúmina, lactalbúmina, ovoalbúmina, caseina y

hemoglobina, siendo el pH Óptimo cercano a 7 y presentando

otro pico de actividad a pH menor. Los autores sugieren que

esta proteinasa (o proteinasas) podria estar involucrada en
la adhesión y penetración del parásito.

Objetivos gg; presente trabajo.

El objetivo del presente trabajo fue purificar la proteinasa
de epimastigotes de T.cruzi que usa azocaseina comosustrato

y caracterizarla, poniendo énfasis en sus valores de pH

óptimo con distintos sustratos, el efecto de diferentes
inhibidores y su localización intracelular.



MATERIALES X METODOS.

Cultivo gg; T.cruzi.
El aislado Tulahuén se obtuvo de un triatomineo de Chile en

1945 (148). En el Instituto "Dr. Mario Fatala Chaben" se

lo mantuvo en ratón hasta 1979, cuando se lo transfirió a un

mediode cultivo bifásico (168,89). La fase liquida contuvo

2,8 g % p/v de infusión cerebro- corazón (Difco) y 1 %

p/v de glucosa. La fase sólida contuvo 1,5 % de agar,

1,3 % de agar nutritivo (Difco) y 0,8 2 de cloruro de

sodio. A los erlenmeyers de cultivo se les agregó 30 m1 de

fase sólida y se autoclavaron a l atmósfera durante 10 min.

Luego se mantuvieron 24 hs a 37° C , como prueba de esteri

lidad. Se les agregó 20 ml de fase liquida con el inóculo

de parásitos (0,4-4 x 10E6parásitos/ ml) y se los dejó
crecer a 30° C sin agitación. Se cosecharon en 1a fase

logaritmica tardía de crecimiento (generalmente después

de 7 dias) centrifugando a 1.000 xg, 15 min, a 4° C.

El cultivo mostró típicamente 99 %de epimastigotes y l %de

trypomastigotes. Se lavaron las células tres veces con

sacarosa 0,25 M- cloruro de potasio 5 mM,por centrifugación

(9.000 xg, 15 min, rotor HB4, centrífuga Sorvall RC 5B) y

se suspendieron en la misma solución (10 m1/ g de células,

peso húmedo).
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Purificación gg la enzima.
La suspensión de células (aproximadamente lOElOparásitos/g,

peso húmedo) fue rota por presión- decompresión a 6° C en un

fraccionador de células Sorvall-Ribi (I. Sorvall Inc.,

Connecticut, USA) (167). Se le aplicó a la suspensión de

parásitos una presión de 340 kg/cm2 . Luego se los sometió

a una brusca decompresión ( 1,03 kg/cm2 ) en atmósfera de

nitrógeno.Se controló la ruptura de la totalidad de los
parásitos por observación al microscopio óptico. El

homogenato fue centrifugado a 1.000 xg, 15 min, a 4° C. El

sobrenadante fue fraccionado con sulfato de amonio sólido,

manteniendo un pH constante de 6 por la adición de hidróxido

de amonio. La fracción de 0-50 %, obtenida centrifugando a

14.000 xg, lS min, a 4° C, se disolvió en el minimo volumen

de amortiguador A C Tris-HCl 50 mMpH 7,6 con EDTA 1 mM, KCl

0,2 My glicerol 20 % (v/v)]. La solución turbia fue

clarificada centrifugando a 105.000 xg, 1 hora, a 4° C, con

un rotor Spinco L 50. El sobrenadante se sembró en una

columna de Sephadex G-200 (70 x 3,3 cm) equilibrada en

amortiguador A, con el cual también se eluyó. Las muestras

fueron recogidas en un colector automático de fracciones

Ultrorac 7.000 de LKB. Se determinó actividad enzimática y

proteinas (absorbancia a 280 y 260 nm) en todas las

fracciones eluidas de la columna. Las de mejor actividad

especifica se mezclaron y dializaron toda la noche contra
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200 volúmenes de amortiguador B (igual composición y pH que

amortiguador A pero sin KCl). El material dializado se

sembró en una columna de DEAE- celulosa (15 x 1,6 cm)

equilibrada en amortiguador B. La elución se realizó por

medio de un gradiente lineal de KCl (0- 0,5 M). El pico de

actividad enzimática eluyó con 0,12- 0,15 MKCl, como se

determinó por fotometria de llama. Las fracciones de mayor

actividad especifica se mezclaron y se dializaron toda 1a

noche contra 100 volúmenes de amortiguador C E fosfato de

potasio 10 mMpH 7, con EDTA0,1 mMy glicerol 20 % (v/v)J.

Esta muestra se sembró en una columna de hidroxilapatita

(1,6 x 1,5 cm) preparada según el método de Tiselius y col.

(189). En el lavado se usó el amortiguador C y la elución

se logró incrementando a 20 mMla concentración del fosfato

de potasio. Las fracciones de mayoractividad especifica se
usaron directamente o se concentraron poniendo la solución
en un tubo de diálisis rodeado de Carbowaxsólido.

Cromatografía gg afinidad.

Se siguió 1a técnica descripta por Katzin (109) con algunas

modificaciones menores. Se pesó 0,3 g de Sepharosa 4B

activada con bromuro de cianógeno (Pharmacia). Se hinchó el

gel en HCl lmM, 15 min (200 ml/ g gel) (1 g de gel seco

produce aprox. 3,5 ml de volumen final de gel). Se lavó

con solución de acoplamiento (bicarbonato de sodio 0,1 MpH

8,3 y NaCl 0,5 M ) en filtro sinterizado (500 ml). Se
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resuspendió en la misma solución (5 ml/ g gel). Se agregó

la lectina Concanavalina A (Con A) (10 mg/ g gel) y 0,1 Mde

alfa-D-metil manósido y 0,1 M de alfa-D-metil glucósido

(Sigma). Se dejo acoplar 2 hs a temperatura ambiente con

agitación suave. Se lavó 1a suspensión de Sepharosa Con A

con solucion de acoplamiento en un filtro sintetizado (40

ml/ g gel). Se transfirió el gel a la solución de bloqueo

(NaCl 0,5 M, etanolamina l M llevada a pH 8 con HCl) por 4

hs a temp.amb. (10 ml/g gel). Este procedimiento bloquea

los grupos activos remanentes. Se removió la proteina unida

no covalentemente primero con amortiguador de lavado

(acetato de sodio 0,1 MpH 4,3 y NaCl 0,5 M ) y luego con

solución de acoplamiento (pH 8,3). Se hicieron varios
ciclos de lavado alternando ambas soluciones. El cambio de

pH desorbe el material unido sólo iónicamente. Se

resuspendió la Sepharosa Con A en solución de almacenamiento

(NaCl 0,15 M pH 6,3 ) con el agregado de CaClZ l mMy MnC12

1 mM. El Ca y el Mnmantienen la estructura tetramérica de

la lectina, la cual a su vez le confiere sus propiedades de
unión. Se armó una columna de 0,9 cm de diámetro por 1,5 cm

de altura. Se equilibró con 20 ml de amortiguador A (Tris

HCl 10 mMpH 7,5, NaCl 150 mM, Lubrol PX (Sigma) 2% v/v ) a

temp.amb. La ventaja del Lubrol sobre el Nonidet P-40 de la

técnica original radica en que el primero absorbe

mínimamente a 280 y 260 nm, permitiendo el seguimiento



Materiales y Métodos 3)

espectrofotométrico del patrón de elución. Se agregó este

detergente también a 1a muestra, para alcanzar una

concentración final del 2%. Durante la siembra de la

muestra se mantuvo el flujo a 15 seg/ gota. Desde ese

momentose colectó el efluente, a razón de l m1/tubo. A1

finalizar la siembra se cerró la columnadurante l hora,

para permitir el completamiento de la unión proteina-Con A.
La elución del material no unido se realizó con 12 ml du

amortiguador A, a un flujo de 7 seg/gota. Se eluyó

especificamente con 3 m1 de amortiguador A más los azúcares

competitivos a una concentración de 0,1 M (alfa-D-metil

manósido y alfa-D-metil glucósido). El efluente se colecta

a razón de 0,5 ml/tubo. En cada tubo colectado y en la

siembra se determinaron la concentración de proteina y la

actividad enzimática. Por SDS-PAGEy posterior tinción con

Coomassie Brilliant Blue se determinó el perfil proteico dv

1a siembra y de los efluentes de la columna durante la

siembra, el lavado y la elución especifica.

Determinación gg actividad gg la enzima.

Durante toda la purificación la enzima fue ensayada c0n

azocaseina (sulfanilamida- azocaseina, Sigma) comosustrato

(65). Se preparó una solución 2,5 %en bicarbonato de sodio

1%, y se llevó a 60° C con agitación. Luego se ajustó a pH

8,3. La mezcla de reacción contuvo, en un volumen final dv

0,2 m1, 1 mg de azocaseina, 10 umoles de amortiguador
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acetato-ácido acético pH 5 , 2 pmoles de 2-mercapto etanol

(Z-ME) y enzima, la cual se adicionó en último lugar para

iniciar la reacción. La incubación fue de 30 min a 35° C

Se detuvo la reacción agregando 0,8 m1 de ácido

tricloroacético (TCA)5 %p/v. Se centrifugó 10 min a 3.000

rpm en una centrífuga de mesa. Se extrajeron alicuotas de

0,5 ml de cada muestra y se mezclaron con 0,8 ml de OHNa l

N, para intensificar el color. Se leyó la absorbancia a 440

nm en un espectrofotómetro Beckman 26. Una unidad de

actividad enzimática se definió como1a cantidad de enzima

que produjo un incremento en absorbancia de 1,0 por hora.

Inhibidores 1 activadores.

Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de usar.

TPCK y PMSF se disolvieron en etanol 90% v/v [el PMSFen

agua se degrada rápidamente (50% en 100 minutos) (150)];

TLCK, p-CMPS, antipaina, quimostatina y hemisulfato de

leupeptina (acetil-L-leucil-L-leucil-L-argininal, Sigma) en
agua destilada; p-CMB, FMAy DTNBen Tris base 0,25 My se

ajustaron a pH 8 con HCl lN; E-64 :3 mg se disolvieron en

0,1 ml de dimetil sulfóxido, y se llevó con agua destilada

hasta l mM(3,66 mg/ 10 ml) (20). Los sueros de ratón,

conejo y humanose separaron directamente de la sangre. El

suero fetal bovino usado fue el de GENS.A., Argentina. La

actividad enzimática en presencia de los inhibidores se
determinó usando azocaseina como sustrato. Las pequeñas
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cantidades de estas sustancias adicionadas no alteraron el

pH de la mezcla. Los activadores usados fueron: EDTA

(Carlo Erba), glutatión reducido (Sigma) y 2-ME(Sigma).

Para probar reactivación de la inhibición se mezcló enzima

purificada (0,08 ml, 60 pg proteina) con el mismovolumen de

amortiguador acetato- acético 0,1 MpH 5. Se adicionó 0,02

m1 de cada inhibidor para lograr una concentración final de

1,1 mM. Se preincubó 30 min a 0° C. Se extrajeron

alicuotas de 0,02 m1cada una, que se usaron para el ensayo

de actividad enzimática. El resto de la mezcla recibió 2 pl

de 2-ME 1M (concentración final 20 mM)y se preincubó 30 min

a 0° C. Al finalizar este lapso se extrajeron alicuotas y
se midió la actividad enzimática de las mismas.

thgg sustratos usados.
Caseina: Previamente a la reacción se calentó el sustrato a

35° C, 5 min. La mezcla de reacción (0,2 ml) contuvo Tris

HCl 50 mMpH 7,6 , caseina 1 mg y la enzima. Se incubó 30

min a 35° C. Se agregó 0,5 ml de acido tricloro acético 3%.

Se centrifugó 15 min a 5.000 rpm a temperatura ambiente. A

0,5 m1 del sobrenadante de cada tubo se le agregó l m1 de

HONa1 N y 0,25 ml del reactivo de Folin diluido 1/3. Se

dejó desarrollar color durante 20 min a temperatura

ambiente, y se leyó la absorbancia a 750 nm. La caseina 1%

(Fluka A G,Suiza) se disolvió en amortiguador fosfato pH 7,6

y se calentó 15 min en baño Maria hirviendo (117).
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Albúmina de suero bovino, hemoglobina: Se siguió un

protocolo similar al de caseina. La albúmina (Sigma) y la

hemoglobina (soluble hemoglobin powder, Code L 53, Oxoid,

Inglaterra) se disolvieron en agua destilada.
BAPA: La mezcla de reacción (2,5 ml) contenía Tris HCl 100

mM pH 8, BAPA0,5 mMy la muestra. Se incubó 30 min a 35°

C. Se terminó la reacción agregando 0,5 ml de acido acético

30% v/v. Se dejó 15 min en hielo. Se centrifugó lO min a

5.000 rpm. Se leyó la absorbancia del sobrenadante a 410

nm, longitud de onda en la cual absorbe la p-nitroanilina.

Se preparó una solución 1,25 mMdel sustrato disolviéndolo

en un pequeño volumende dimetil sulfóxido, calentándolo en

baño Maria hirviendo, y llevándolo a volumen final con Tris

HCl 50 mM pH 8 (79).

IgG, Fab y Fc humanos: se usó IgG humana donada por el Dr.

R.A. Margni (Cátedra de Inmunol. e Inmunoq., Fac. de

Farmacia y Bioq., UBA). Para obtener los fragmentos Fab y

Fc se digirió la IgG con papaina. A la IgG (15 mg/ml),

previamente dializada contra amortiguador fosfato 7,5 mM,
NaCl 7,5 mM, se le añadió cisteina (10 mMfinal), EDTA(2 mM

final), y papaina (en una relación enzimazanticuerpo 1:100

p/p). Se incubó 4 hs a 37 °C y se frenó la digestión con

N-etilmaleimida (8,33 pg/mg de enzima). Se dializó la

muestra contra solución fisiológica. Por
inmunoelectroforesis se controló el grado de digestión. El
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segundo pico al filtrar la muestra por una columna de

Sephadex G-100 consistió en una mezcla de Fab y Fc. Una

segunda separación cromatográfica, esta vez por

DEAE-celulosa equilibrada con amortiguador fosfato 5 mMpHB,

permitió obtener un pico proteico correspondiente al

fragmento Fab. Un salto de molaridad (10 mM) desorbió una

mezcla de Fab y Fc. Cuando se aplicó amortiguador fosfato

100 mM,se obtuvo el fragmento Fc puro. La identidad de los

productos obtenidos se controló por inmunoelectroforesis

(con anticuerpo anti-humano).

Para el ensayo de digestión de la IgG entera y de ambos

fragmentos por la proteinasa se usó la siguiente mezcla de

reacción: proteinasa y sustratos (IgG, Fab o Fc) en las

concentraciones indicadas en las leyendas de las figuras 11

y 12; 100 mMde amortiguador acetato-ácido acético pH 5,0;

en un volumen final que varió de 70 ul a 0,5 ml. La

proteinasa fue activada preincubándola 30 min a 0°C en

presencia de 10 mM2-ME. Después de la incubación (37°C, 24

hs) se corrieron las muestras en SBS-PAGE (10 o 15%

acrilamida), incluyendo controles apropiados (enzima sola;

cada fragmento solo, incubado y sin incubar) y marcadores de

PM. Los geles se tiñeron con Coomassie Brilliant Blue

6-250.

Para el análisis de los productos de degradación por FPLCse

cromatografiaron independientemente las muestras, los
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controles (sustratos incubados sin proteinasa) y los

marcadores de peso molecular ( inhibidor de la tripsina de

porotos de soja, 20,1 kDa; malato dehidrogenasa, 55 kDa;

lactato dehidrogenasa, 140 kDa) por una columna de Superosa

12 en un FPLC System,. Pharmacia-LKB, a un flujo de 0,5

ml/min, usando un amortiguador Tris-HCl 50 mMpH 7,6, 0,2 M

NaCl. Se detectó la proteina eluida por absorbancia a 280

nm, en el caso del inhibidor de la tripsina, la IgGy sus

fragmentos, y por actividad enzimática en los demás casos.

Sustrato endógeno: se preparó proteina soluble de T.cruzi

del siguiente modo: se incubó sobrenadante de 105.000 xg

con TLCK1,5 mMtoda la noche a 4° C. De esta manera se

inactivó irreversiblemente la actividad enzimática. Luego
se efectuó diálisis exhaustiva contra agua destilada para
eliminar el exceso de inhibidor.

Determinación gg 95 ógtimo ggg distintos sustratos.

Las mezclas de reacción (0,2 ml de volumen final)

contuvieron: uno de los diferentes sustratos (2 mgde

proteina soluble de T.cruzi o 1 mgde cada uno de los demás

sustratos), 0,09 ml (9 pmoles) del amortiguador apropiado

(acetato-acético para el rango de pH 3,0-5,6; Tris-acetato
en el rango 6,1-7,2; y Tris-HCl en el rango 7,6-9,0), y

proteasa cruda o purificada. La cantidad de enzima usada

fue: 0,01 m1 (8 ug) de proteasa purificada, 0,1 m1 (0,5 mg)

de sobrenadante de 105.000 Ig (cuando el sustrato fue la
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proteina soluble de T.cruzi) o 0,01 m1 (SO ug) de

sobrenadante de 105.000 xg (con cada uno de los demás
sustratos).

Determinación gg estabilidad térmica.

El sobrenadante de 105.000 xg (2,5 mg proteina/m1) se mezcló

con el mismo volumen (0,5 m1) de amortiguador acetato-ácido

acético 0,1 MpH 5. Cuando se usó proteasa purificada (0,2

ml, 37,5 ug proteina/ml ) la mezcla de reacción contuvo

además Z-ME lO mM y glicerol 2,5%. Las muestras se

calentaron 10 min a cada una de las temperaturas que figuran

en la abcisa de la Figura 13a. Luego se enfriaron en hielo,

y la actividad remanente se determinó con azocaseina como
sustrato.

Determinación gg temperatura “ó tima".

Se determinó la actividad de la enzima purificada (7,5 ug)

con azocaseina comosustrato, a las distintas temperaturas

que figuran en la abcisa de la Figura 13b. La actividad

proteolitica del sobrenadante de 105.000 x g, sobre

sustrato endógeno, se determinó del siguiente modo: 1a

mezcla de reacción (0,4 m1) contuvo 0,2 m1 de sobrenadante

de 105.000 xg y 0,2 ml de amortiguador acetato- acético 0,1

M pH 5. Posteriormente a una incubación de lO min, se

detuvo la reacción por la adición de 1 m1 de TCAa1 3%. Los

péptidos liberados solubles en TCAfueron determinados por
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la reacción del reactivo de fenoles de Folin- Ciocalteu

(121). A los valores obtenidos se les sustrajo el valor

obtenido con el control de tiempo cero (donde el TCA se

adicionó a la mezcla de reacción en forma previa al

sobrenadante). Se expresó 1a actividad como el incremento

de absorbancia a 750 nm por hora y por mg de proteina.

Determinación gg actividad gg otras enzimas.MWQMMMwm
filtración gg gel;
Malato dehidrogenasa (MDH) (EC 1.1.1.37): Mezcla de

reacción: l m1 de volumen final, conformado por

amortiguador Tris HCl 50 mM pH 7,6; NADH 0,15 mM;

oxalacetato 0,2 mMy la muestra. Se registró la disminución

de la absorbancia a 340 nm, que mide la desaparición de

NADH. La actividad especifica se definió como los pmoles de

NADHoxidados por minuto por mg de proteina. El oxalacetato

se disuelve en amortiguador Tris HCl 0,2 MpH 8 en el

momento de usar. El NADHse disuelve en Tris HCl 50 mMpH 8

(47).

Lactato dehidrogenasa (LDH)(EC 1.1.1.27): La mezcla de

reacción (1 ml de volumen final) contuvo Tris HCl 50 mMpH

7,6; NADH0,15 mM;piruvato 1 mMy la muestra. Se registró

1a disminución de la absorbancia a 340 nm. La actividad

especifica fue definida como en el caso de 1a MDH. El
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piruvato se disolvió en agua destilada (lll).
Citrato sintasa (CS) (EC4.1.3.7): La mezcla de reacción (1

m1) contuvo Tris HCl 50 mM pH 7,6; 5,5'-ditio

bis(2-nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 mM; acetil CoA 0,1 mM;

oxalacetato 0,5 mMy la muestra. Se registró el aumento de

la absorbancia a 412 nm. En el medio de reacción, el CoASH

liberado reacciona con el DTNB,éste se escinde y el S-tio

2-nitro benzoato absorbe a 412 nm. La actividad especifica

se definió como los umoles de CoASHproducido por minuto por

mgde proteina (108,177). El DTNBse disolvió en Tris base

0,25 M y se ajustó a pH 8 con HCl lN.

_¿ Experimentos sobre efectos gg digitonina gg células
enteras.

Citrato sintasa (CS): se utilizó un protocolo similar al
descripto anteriormente, pero antes de agregar el

oxalacetato se registró el aumento de absorbancia a 412 nm,

el cual se debe a actividad de acetil CoAdeacilasa. Luego

se agregó oxalacetato 2,5 mM,y se volvió a registrar el
aumento de absorbancia. La actividad de la citrato sintasa

del parásito se obtuvo restando las dos pendientes.
Enzima málica (EM) (EC 1.1.1.40): la mezcla de reacción

usada contuvo (en 1 m1) Tris HCl 50 mMpH 7,6; L-malato 0,1

mM; MnC12 lmM; NADP0,15 mMy la muestra. Se registró el

aumento de absorbancia a 340 nm, debido a la formación de

NADPH,causada por acción de las enzimas málicas I y II
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(45). Luego se agregó L-aspartato (3 mM) y se siguió

registrando la absorbancia a 340 nm. Ahora la mayor

contribución a la lectura espectrofotométrica es debida a la

enzima málica II, de localización citosólica, que es

activada de 6 a 10 veces por L-aspartato (53). Por esta

razón se restan las pendientes de las curvas c0n y sin

aspartato. La actividad especifica fue definida comoel

número de pmoles de NADPHformados por minuto por mg de

proteina (51).
Hexoquinasa (HK) (EC 2.7.1.2): La mezcla de reacción (l ml

de volumen final) consistió en Tris Acetato 50 mMpH 8, NADP

0,3 mM, MgClZ 10 mM, ATP 10 mM, glucosa 50 mM, la muestra y

glucosa-6—P-dehidrogenasa (Sigma, 0,3 unidades), que se

agregó en último término para comenzar la reacción. Se

registró el aumento de absorbancia a 340 nm (107).
alfa-Manosidasa (Man)(EC3.2.1.24): la mezcla de reacción

contuvo (en 0,5 ml) amortiguador acetato-ácido acético 50 mM

pH4, p-nitrofenil alfa-D-manopiranósido 2,5 mMy 1a muestra.

Se incubó l hora a 30° C, con agitación intermitente. Se

detuvo la reacción con 1,5 ml de glicina 133 mM,cloruro de

sodio 67 mM y carbonato de sodio 83 mM,pH 10,7. Se leyó

inmediatamente a 400 nm. El sustrato se disolvió en etanol/

agua 1:1 (145).

Fosfatasa ácida (FA)(EC3.1.3.2): los 0,5 ml de la mezcla de

reacción contuvieron: amortiguador Tris-acetato SOmMpH 5,8,
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p-nitrofenil fosfato 2 mMy la muestra. El sustrato se

disolvió en agua. El resto del protocolo fue similar al de
1a alfa-manosidasa (13).

Determinación gg proteinas.

Se usó el método de Lowry y colaboradores (121), usando

albúmina de suero bovino como standard. Con muestras muy

turbias, se usó el metodo de Bensadoun y Weinstein (28) que

consistió en un Lowrynormal precedido por precipitación de

la proteina con ácido tricloroacético y deoxicolato de

sodio, centrifugación, y resuspensión de la mismaen el

reactivo C de Lowry. El color resultante se midió a 660 nm.

En las fracciones eluidas de columnas se midió absorbancia a

280 y 260 nmy se calculó la concentración de proteinas

según Warburg y Christian (199).

Determinación gg pego molecular pg; filtración gg ggl¿
El peso molecular de la enzima nativa se determinó por

filtración en gel (9) en una columna de Sephadex G-200 (33 x

1,6 cm) equilibrada con amortiguador A. La corrida

cromatográfica se realizó a 6° C y a presión hidrostática

constante. Junto con la proteasa ( 1,96 mg; fracción eluida

de la columna de DEAEcelulosa del método de purificación )

se sembraron lactato dehidrogenasa (músculo de conejo, PM:

135.000) (0,05 mg), citrato sintasa (corazón de cerdo, tipo
III, Sigma, PM: 100.000) (0,02 mg), malato dehidrogenasa
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(corazón de cerdo, PM:55.000) (0,05 mg) y tripsinógeno

(PM:24.000)(5 mg) en un volumen final de 1 m1. Se eluyó con

el mismo amortiguador. El volumen de elución (Ve) de cada

enzima se determinó con su ensayo especifico. El del

tripsinógeno se determinó midiendo absorbancia a 280 y 260

nm. El volumen vacio (Vo) se determinó con Blue Dextran

(Pharmacia, Uppsala, Sweden). Esta sustancia, de peso

molecular 2.000.000, es excluida totalmente de las

particulas del gel. Se sembró l m1, con una concentración

de 0,2 k. Se determinó su presencia en las fracciones
eluidas midiendo absorbancia a 625 nm. En todos los casos

se consideró el pico de elución de cada sustancia en el

diagrama de elución ( unidades de actividad enzimática o mg

proteina/ m1 o absorbancia a 625 nm, en función del volumen

de elución) a la intersección de las rectas correspondientes

a ambas pendientes del pico del soluto. Luego se grafico el

volumen de elución de las sustancias patrones versus el

logaritmo de su peso molecular, y se determinó el peso

molecular de la proteinasa nativa en base a su Ve.

Electroforesis gg gg; gg poliacrilamida.
Se siguió el metodo de Laemmli (113) con pequeñas

variaciones. El gel separador fue de 15%o 10%p/v de

acrilamida y 0,40% o 0,27% de metilen-bis-acrilamida en

amortiguador Tris-HCl 0,36 MpH 8,8 , SDS0,1 k p/v. El gel

concentrador fue de 5% p/v de acrilamida y 0,13% de
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comonómero, en amortiguador Tris-HCl 0,12 MpH 6,8, SDS 0,1%

p/v. El amortiguador de la corrida electroforética contuvo

Tris (Sigma) 25 mMpH 7,2, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v. La

polimerización fue quimica, utilizando N,N,N',N’-tetrametil
etilendiamina (TEMED)(Merck) como iniciador de la reacción

y persulfato de amonio (Mallinckrodt) comocatalizador. Se

usaron dos placas de vidrio de 8,5 cm x 6 cm x l mm, y una

cuba Aqueboguepara electroforesis vertical (Model 50, USA).

La fuente de poder era de LKB(Power Supply 2103). A las

muestras y al standard de peso molecular se les agregó SDS

0,7% p/V (solubiliza a las proteinas, dándoles la carga

negativa y la conformación adecuada para migrar), 2-ME 1%

v/v (ruptura de enlaces disulfuro), amortiguador Tris-HCl pH

6,8 0,12M final, y azul de bromofenol 1%v/Q como indicador

del frente de corrida. Se agregó glicerol 5%v/v cuando 1a

muestra no lo tenia, para lograr que por densidad la muestra

descendiera al fondo del carril. Luegofueron sometidos a

calentamiento (95°C) por 2 min para lograr su

desnaturalización Tiempos mayores (5 min) originan
rupturas de las moléculas proteicas y en consecuencia

patrones electroforéticos alterados (105). Cuandose quiso

correr la proteina sin reducir los puentes disulfuro no se
agregó 2-MEa las muestras. Las corridas se realizaron a 9

mAconstantes, durante 2 hs, a 4° C. En estas condiciones,

el frente de corrida azul del colorante (ver adelante) llegó
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aproximadamente a 2 mmde la terminación del gel.

Determinación gg pggg molecular pg; SDS-PAGE.

Se sembró 54 ug de proteinasa (último paso de 1a

purificación) en un carril del gel. En otro carril se

sembró el patrón de peso molecular ( 100 pq del Dalton Mark

VI MW SDS 70 kit, Sigma Chemical Company, St Louis, M0,

USA), cuyos componentes tienen los siguientes PM

aproximados: lisozima: 14.300, B-lactoglobulina: 18.400,

tripsinógeno: 24.000, pepsina: 34.700, albúmina de huevo:

45.000 y albúmina de plasma bovino: 66.000. Se usó un

aparato de electroforesis vertical en placa marca BRL

(Bethesda Research Laboratories, Bethesda, MD,USA). Las

dimensiones de la placa fueron: 16 cm x 19,6 cm x 2 mm. En

un lapso de 7 hs a 13 mAel frente de corrida llegó a 2 mm

del fin del gel. Se calculó la movilidad relativa de las

proteinas del standard de peso molecular y de la proteinasa
(Rf), o sea la relación entre la distancia recorrida por
cada proteina y la distancia recorrida por el frente de
corrida. La distancia recorrida por las proteinas se midió
entre el limite de separación del gel 10%y el gel 5%, y la
mitad de las bandas teñidas con Coomassie. El azul de

bromofenol, en gel de 10%acrilamida, forma dos frentes:

uno azul, posterior, y uno rojo, anterior (207). La

distancia recorrida por el frente de corrida se midió entre

el limite de separación del gel 10%y el gel 5%, y el frente
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azul del colorante. Luegose grafico 1a movilidad relativa

de las proteinas del standard (Rf) versus el logaritmo de su

peso molecular (202). El peso molecular de la proteinasa se

obtuvo del gráfico, en base a su Rf.

Determinación gg Qunto isoeléctrico. Se armó un gel de

90x100x2 mm, conteniendo: 4,85% acrilamida, 0,15%

bis-acrilamida, glicerol 12%, anfolitos Ampholine LKB 1,8%

(en el rango 3,5-9,S) y 0,2% (en el rango 5-8). Se

polimerizó el gel químicamente (TEMED, persulfato de

amonio). Se usó una cuba de electroforesis horizontal

Multiphor 2117 LKB. La placa refrigerante se termostatizó a

4°C con un circulador Multitemp 2209 LKB. Se usó hexano

para favorecer la conducción del calor entre la placa

refrigerada y el papel reticulado sobre el que se colocó el

vidrio con el gel. Las soluciones para los electrodos

fueron: ácido fosfórico 1M para el ánodo, hidróxido de

sodio 1Mpara el cátodo. Se realizó un preenfocado de 15

min a lO mAconstantes. Se sembraron 15 ul de la muestra

sobre papel de filtro Whatman de 1x0,5 cm, a mitad de

distancia entre amboselectrodos. La muestra fue proteinasa

purificada y concentrada 7 veces en celdas verticales Amicon

(20 min, 4°C), hasta una concentración de 3 mg/ml.

Para la corrida (2,5 horas) se fijaron valores máximos para

el voltaje (900 v) y la potencia (7 w), variando la
intensidad de 15 mA iniciales hasta 2 mA finales. A1



Materiales y Métodos 46

finalizar el isoelectroenfocado se cortaron fragmentos de

1x1 cm a lo largo del gradiente para determinar el pH. Se

dejó eluir cada fragmento en 2 m1 de KCl 10 mM, a

temperatura ambiente, por 3 horas. Luego se midió el pH de

cada tubo. El resto del gel se tiñó con nitrato de plata.

Se midió la distancia desde el cátodo para cada banda. Se

graficó pI versus distancia desde el cátodo. Luego se halló

el pI de la proteinasa en base a su distancia al cátodo.

Tinción para proteinas.

Se usó la siguiente solución de teñido: CoomassieBrilliant

Blue G-250 0,05 %p/v, ácido tricloroacético 10 %, metanol

40 %. La utilización del colorante G-250 en vez del R-250

fue introducida por Diezel (70). Comoel primero es menos

soluble en ácido tricloroacético, su penetración en el gel

es menor. De este modose evita un fuerte color de fondo,

permitiendo visualizar en poco tiempo de lavado las bandas

más débiles. El tiempo de tinción fue de treinta minutos a

temperatura ambiente. Para acelerar el proceso se puso en
estufa a 60°C. La solución de desteñido consistió en ácido

acético glacial 5%, metanol 20%. Se hicieron varios cambios

hasta llegar a un color de fondo aceptable. Las bandas
proteicas se tiñen de un color azulado.

Para teñir con plata geles de isoelectroenfoque se usó un
equipo comercial para tinción con nitrato de plata (Bio

Rad). Se los fijó previamente durante toda la noche en 30%
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metanol, 10%ácido tricloroacético, 3,5%ácido sulfosalici

lico, y luego se los lavo durante 2 horas con varios cambios

de 30% metanol, 12% tricloroacético, para conseguir 1a

remoción completa de los anfolitos. Se siguieron las

recomendacionesdel fabricante para el revelado.

Tinción Egg; hidratos de carbono.

Se usó el método de Fairbanks (81) con algunas

modificaciones. Consistió en los siguientes pasos:

1.Fijación: metanol/ acético/ agua (40:7:53), 4 hs.

2.Periodato de sodio: 0,7% en acético 5%, 2 hs.

3.Arsenito de sodio: 0,5% en acético 5%, 30 min.

4.Arsenito de sodio: 0,1% en acético 5%, 20 min (2 veces).

5.Acido acético: 5%, 10 min.

6.Reactivo de Schiff: 2 hs.

7.Metabisu1fito de potasio: 0,5% en HCl 10 mM(varias

veces).

Se guardó el gel en ácido acético 5%. Los azúcares se tiñen
de color rosado.

Preparación del reactivo de Schiff: se preparo una solución

0,5% de fucsina básica en agua destilada. Se calentó. Se

dejó enfriar y se añadió HCl concentrado 1% v/v y

metabisulfito de sodio 0,8% p/v. Se decoloró con carbón

activado. Se filtro. Se guardó a 4° C, en oscuridad.
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Localización intracelular.

a) Tratamiento gg células enteras Egg digitonina.

Se basa en el método de Zuurendonk y Tager (213), aplicado a

T.cruzi por Cazzulo y colaboradores (53). La digitonina

forma un complejo insoluble con los 3-8 hidroxisteroides de

las membranas(colesterol), alterando su permeabilidad. La

membranaplasmática y las de las diversas organelas son

permeabilizadas gradualmente, a medida que se aumenta la

concentración de digitonina, dependiendo de su composición

quimica. Dado que 1a membrana plasmática es más rica en

colesterol que las membranasde las organelas, es la primera

en ser afectada (60). Los parásitos se cosecharon comose

explicó previamente, y se lavaron una vez con sacarosa-KCl y

dos veces con MSE(amortiguador morfolino propano sulfonato

20 mMpH 7, sacarosa 0,25 M, EDTA3 mM) por centrifugación

(4.000 xg, 15 min). Se suspendieron en MSBpara lograr una

concentración de 500 mg de peso húmedo/ m1. Se guardó una

alícuota para determinar proteinas según el método de

Bensadoun y Weinstein (28). Se pusieron 0,25 m1 en tubos

Eppendorf (125 mg de peso húmedo/ tubo) y se adicionó MSE

con distintas concentraciones de digitonina, siendo el
volumen final de 1 ml. La digitonina (Sigma) se disolvió en

el momentode usar en dimetilformamida, y luego se agregó al

MSE. Se incubó 5 min a 25° C, con agitación ocasional. Se

centrifugó 2 min en una microcentrifuga Eppendorf. Los
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sobrenadantes se guardaron a -70°C. Los precipitados se

resuspendieron en amortiguador fosfato de sodio 20 mMpH 7,

con EDTA 3 mM y digitonina 2 mg/ml, y se sometieron a

sonicación 10 segundos a 40 watts de potencia (sonicador

Branson, Danbury, Connecticut, USA). Se centrifugaron los

tubos y los sobrenadantes se congelaron. Este último

tratamiento de los precipitados con alta concentración de

digitonina y sonicación libera la totalidad de la actividad
enzimática al sobrenadante. El 100 2 de actividad

enzimática en cada concentración de digitonina es la

actividad liberada al sobrenadante por esa concentración de

digitonina sumadaa la actividad retenida en las organelas,

y liberada por el tratamiento final con ultrasonido. Las

enzimas determinadas fueron las nombradas previamente.

b) Centrifugación diferencial 1 latencia.
Se usó el método descripto por Cannata y col. (1982) (46).

Los epimastigotes se cosecharon y lavaron comose describió

previamente, salvo que se hicieron dos lavados con

amortiguador Tris HCl 25 mMpH 7,6 , EDTA l mM, KCl 4 mM,

sacarosa 0,32 M. Se molieron con carburo de silicio

(Crystalon) en un mortero (1,5 g por g de células), por l

min, a 4°C, logrando la ruptura de prácticamente la

totalidad de las células, comose observó al microscopio

óptico. La pasta resultante fue resuspendida en el

amortiguador nombrado, a razón de 12 ml por g de células
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(peso húmedo). Luego se centrifugó a 800xg, S min, 4° C,

para eliminar el carburo de silicio. Al precipitado se lo

resuspendió con 1/5 del volumen total, y se volvió a

centrifugar. Los dos sobrenadantes obtenidos se juntaron.

Luego se llevó a cabo la centrifugación diferencial,
repitiendo dos veces cada centrifugación para optimizar la

cantidad y calidad del material obtenido en cada fracción.

La primera centrifugación (1.000 xg, 10 min) permitió

precipitar núcleos, kinetoplastos, flagelos y parásitos
enteros que hubieran sobrevivido a la molienda. Se la llamó
fracción nuclear (N).

Las siguientes centrifugaciones (5.000 xg, 10 min; 14.500

xg, 10 min; 105.000 xg, 1 h) precipitaron las fracciones de

gránulos grandes (GG), gránulos pequeños (GP) y microsomal

(M), representando el sobrenadante final la fracción
citosólica (S).
En cada una de las fracciones obtenidas se determinaron las

actividades de la proteinasa y de las enzimas marcadoras.

Las actividades medidas en ausencia y en presencia de Triton

X-lOO 0,1% se designaron respectivamente actividad libre y
actividad total. Se calculó la latencia usando la siguiente
fórmula (194):

1atencia=(act.total-act.ligge)x100
act. total
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c) Ultracentrifugación gg gradiente isopicnico gg sacarosa.

Las fracciones de gránulos grandes y pequeños (GG y GP)

(138) se obtuvieron conjuntamente por centrifugación (14.500

xg, 10 min) del sobrenadante de 1.000 xg, y se

resuspendieron en 4 veces su volumen. Una alícuota (0,4 ml)

se sembró en la parte superior de un gradiente lineal de

sacarosa (0,4 a 2 M)(ll,4 m1) con EDTA1 mMy amortiguador

Tris HCl 25 mMpH 7,4 , armado sobre una fracción de 0,6 ml

de solución de sacarosa 2,5 M. Después de ultracentrifugar

a 30.000 rpm, 13 hs, a 6° C, con un rotor SW 40 en una

ultracentrifuga BeckmanL2-65B, se colectaron fracciones de

aproximadamente 0,4 ml, introduciendo una aguja hasta el

fondo del tubo y usando una bombaperistáltica. Se separó

una alícuota de cada tubo (20 ul) que se llevó a 0,2 ml con

agua destilada, y que se utilizó para, midiendo el indice de

refracción, hallar 1a concentración de sacarosa y, a partir
de ella, la densidad promedio de cada fracción. Al resto se

le agregó 1,4 ml de amortiguador Tris HCl 20 mM pH 7,6 ,

EDTA 1 mM. Se sonicó (3 pulsos de 15 seg) y se guardo a

-70°C para la determinación de actividad de las distintas

enzimas. Para el cálculo y presentación de los resultados

se usaron los métodos descriptos por de Duve y col.

(26,35), normalizando el rango de densidad de cada fracción

(35). La frecuencia, que corresponde a la actividad

relativa de 1a enzima en cada fracción normalizando por el
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rango de densidad, se calculó usando la fórmula AQ/ZZQ.AÁ,

donde 4Q es la actividad enzimática presente en cada

fracción,ï Q la suma de las actividades de todas las

fracciones, y A¿el rango de densidad cubierto por cada

fracción. El %de recuperación se consideró como 1a suma de

las actividades de todas las fracciones con respecto a 1a
actividad de 1a muestra sembrada.
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RESULTADOS X DISCUSION.

Purificación.

La Tabla I muestra los pasos de purificación de la enzima en

un experimento representativo. El rendimiento se calculó
tomando como 100% la actividad enzimática total del

sobrenadante de 105.000 xg, y la purificación se calculó en

base a la actividad especifica del mismo sobrenadante,

tomada como unidad. El rendimiento fue de aproximadamente

7%, y la enzima se purificó 34 veces.

En la Fig.2 se muestra un perfil característico de la

filtración en gel (Sephadex 0-200), al sembrar el

precipitado del corte 0-502 con sulfato de amonio. La

enzima se ubicó en el segundo pico proteico. En la Fig. 3

se ve el perfil obtenido al eluir 1a columnade intercambia
dor aniónico DRAE-celulosa. La enzima se localizó en el

segundo pico. La Fig. 4 muestra la elución de una columna

de hidroxilapatita. La enzima de mayor pureza se eluyó con

20 mMdel amortiguador fosfato de potasio. Por SDS-PAGE en

condiciones reductoras se vio que la enzima purificada

presentaba una única banda, al teñir con Coomassie Blue

(Fig. 5h). El limite de detección con este colorante es de

0,5-2 pg/Cm2 (70).

Peso Molecular.

El peso molecular de subunidad se estableció por SDS-PAGEen
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TABLAI. Purïficac1ón de 1a prote1nasa

Paso de pur1f1cación Vol. Prote1na Act. Enzim. Rend. Purif.

(ml) (mg) Total Esp. (%) (veces)
(u) (u/mg)

1.Sob.105000xg 299 1.495 4.306 2,88 100 1
2.5ulf.amon100-50% 8,8 370 2.534 6,86 59 2,4
3. Sephadex 6-200 82 116 2.022 17,48 47 6
4.DEAE-ce1ulosa 22 17,8 795 44,50 18 15,4
5.H1droxi1apat1ta 17,2 2,9 285 97,0 6,6 33,7

La enz1ma'fue purificada a part1r de 34 g (peso húmedo) de epimastigotes.
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Figura 2- Filtración en gel Sephadex G-200.
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Las condiciones experimentales fueron las descriptas en

Materiales y Métodos.
(o) Proteinas.

(o) Actividad Enzimática.
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Figura 3- Columna de intercambio anionico de DRAE-celulosa.
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Las condiciones experimentales fueron las descriptas en

Materiales y Métodos.
(o) Proteina.

(A) Actividad Enzimática.

(o) Concentración 'de KCl.
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Figura 4- Columnade hidroxilapatita.

< 70

.Lóo

mg/ml u/ml
o 4o

..
4.

0.0 c : c : : c : : : e : c : c

1 2 3 4 5 6 7 8 9 ¡0 Il 12 ¡3 ¡4 ¡5

n° de tubo

Las condiciones experimentales fueron las descriptas en

Materiales y Métodos.
(o) Proteina.

(o) Actividad Enzimática.

Las flechas indican la adición de soluciones de amortiguador

de fosfato monopotásico de molaridad creciente.
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Figura 5‘ Estimación del Peso Molecular de la proteinasa por

SBS-PAGE.

a) lo __
‘ SAB

5 _.

Peso _

Molec. a

(xloE4 2 ‘

daltons)

Movil. electrof. relativa

a) Gráfico del peso molecular en función de la

movilidad electroforética. El circulo negro representa
la proteinasa.
SAB: seroalbúmina bovina, 0V: albúmina de huevo,

Peps: pepsina, Trips: tripsinógeno, BLG:B-lactoglobulina,
' Lis: lisozima.

b) Gel del cual se obtuvieron los datos de (a). Carril

izquierdo: standard de peso molecular. Carril derecho:

proteinasa purificada.
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condiciones reductoras (Fig. Sa). El peso molecular
obtenido de la recta standard fue de 55.000 t 5.500. El

peso molecular de la enzima nativa, por filtración en gel

(Sephadex G-ZOO), fue de 65.000 i6.500 (Fig. 6). En

consecuencia, la enzima nativa es monomérica, con un peso

molecular aproximado de 60.000.

Naturaleza glicoproteica.

Por SDS-PAGEen condiciones reductoras y posterior tinción

con el reactivo de Schiff 1a proteinasa se tiñó,

comportándose como una glicoproteina (Fig. 7). Este

resultado se consideró con prudencia. Algunas proteinas sin

hidratos de carbono a veces dan tinción de Schiff positiva,

por razones que incluyen la unión del colorante a SDSo a

una proteina no oxidada (25,92,l46), la reacción del

reactivo de Schiff con proteina oxidada por periodato (25) o

la unión y posterior tinción de fragmentos de carbohidratos

oxidados (formados durante la oxidación periódica) a bandas

de proteinas (132). Al sembrar la proteinasa en columna de

Sepharosa Con A (Fig. 8a) se observó retención de 1a misma,

y posterior elución especifica con los azúcares

competitivos. La recuperación fue del 79%. Al analizar los

eluidos por SBS-PAGE en condiciones reductoras se

confirmaron los resultados anteriores. La siembra presentó

la banda correspondiente a la proteinasa y otras bandas

(impurezas proteicas). Durante la siembra estas últimas



Resultados y Discusión 60

Figura 6- Estimación del Peso Molecular de la proteinasa por

filtración en gel (SephadexG-200).
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El circulo negro representa la proteinasa.

LDH:lactato dehidrogenasa.

CS: citrato sintasa.
MDH:malato dehidrogenasa.

Trips: tripsinóqeno.
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Figura 7- Naturaleza glicoproteica de la proteinasa
(SBS-PAGEy tinción de Schiff).

SAB ---->

0V ---->

Trips —a--)

a) Standard de peso molecular teñido con CBBG-250.

SAB: seroalbúmina bovina.

0V: albúmina de huevo.

Trifs: tripsinógeno.
b) Proteinasa teñida con CBBG-250.

I c) Proteinasa teñida Conel reactivo de Schiff.
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Figura 8- Naturaleza glicoproteica de la proteinasa.

a) Blución de 1a columna de Sepharosa-ConA.
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Materiales y Métodos.

(o) Proteina.

(o) Actividad Enzimática.

b) SBS-PAGEen condiciones reductoras de la siembra (S)

y de los tubos 3, 11 y 19.
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proteinas atravesaron 1a columna sin ser retenidas, y

terminaron de salir durante el lavado. La unión Sepharosa

ConA-proteinasa fue estable en estas condiciones. Cuando

se introdujeron en el liquido de elución los azúcares

competitivos, 1a enzima se recuperó en el eluido. La Con A,

lectina de origen vegetal (Canavalia ensiformis), interactúa

a través de uniones hidrógeno con determinantes especificos

de carbohidratos (151). Se une primariamente al grupo

trimanosil externo (tipo hibrido y alta manosa)o al central

(tipo complejo) de cadenas de azúcares unidas a asparagina

(40). Por su unión a Con A, la proteinasa poseeria una

secuencia receptora para el precursor oligosacárido, del
tipo Asn-X-Thr/Ser, donde X representa cualquier aminoácido

(182). Analizando conjuntamente los resultados de ambas

técnicas se puede afirmar que 1a proteinasa es una

glicoproteina. Estudios recientes (59) demostraron que la

proteinasa es deglicosilada por tratamiento con la endo

N-acetil glucosaminidasa H (endo H), con aumento de su

movilidad electroforética; el peso molecular de la
proteinasa decreció de aproximadamente 60.000 a

aproximadamente 55.000, por SBS-PAGE. Se sabe que la

glicosilación altera 1a movilidad y la definición de las
bandas en SBS-PAGE(118). Esto puede explicar el aspecto

difuso de 1a banda de la proteinasa en nuestros

electroforetogramas.
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el gg l_ proteinasa.
En la Fig. 9 se observa el resultado obtenido al sembrar 45

ug de la proteinasa en un gel de isoelectroenfoque. La

enzimapresenta varias bandas en la región acidica del gel,

siendo las más importantes las de pI 4,75 y 4,35. Este dato

concuerda con el hecho que la proteinasa presentara carga

negativa a pH 7,6, haciendo posible su retención en columna

de DEAE-celulosa. La presencia de varias bandas puede

atribuirse, al menos en parte, a autoproteólisis de la

proteinasa, hecho demostrado recientemente (59). En

preparaciones enzimáticas que presentaban en SDS-PAGEvarias

bandas adicionales en la zona de 25 a 35 kDa, se demostró

que dos de ellas tenian la misma secuencia N-terminal de 1a

enzima original. Nopueden descartarse, por otra parte,

modificaciones menores post-traduccionales capaces de

modificar el pI.

pa óptimo99g distintos sustratos.
La enzima purificada usó caseina, azocaseina, seroalbúmina

bovina y hemoglobina como sustratos. La azocaseina es un

sustrato tipico para endoproteinasas. Nohidrolizó BAPAni

otras p-nitroanilidas, comolos derivados leucil-, lisil-, y
glicil-. En el rango de pH 5 a 7,6 la mayor actividad fue

con caseina (Fig. 10a). A pH 4 los mayores valores se
obtuvieron con seroalbümina bovina.

Para todos los sustratos las mayores actividades se
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Fig. 9- Determinación del pI de la proteinasa en gel de

isoelectroenfoque.

a) b)9
Dist . al
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a) Calibración del gradiente de pH. Se grafica la

distancia de las diferentes fracciones del gel con

respecto al cátodo, en función del pHdel liquido
eluido de las mismas.

b) Tinción con nitrato de plata del gel de IEP.

En a) y b) las flechas señalan las bandas principales,
que eran las únicas visibles al comienzodel revelado

de 1a tinción con nitrato de plata.
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Figura 10- Actividad de la proteinasa

66

cruda y purificada

sobre distintos sustratos en función del pH.

V(u/mL)

o Sobrenadante de 105.000 xg.

o Proteinasa purificada.
Sustratos:

bovina, d) hemoglobina, e) proteina soluble de 2;

a) azocaseina, b) caseina. c) seroalbúmina

cruzi.
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obtuvieron en la zona de pH ácido. Con seroalbúmina bovina

la actividad (máximaa pH 4) bajó abruptamente a valores

mayores, y fue muy reducida a pH 5,5- 9. Con hemoglobina

(Fig. 10d) el perfil fue similar, pero se retuvo del 20 al

30% de la actividad en el rango 5,5- 9. La actividad

caseinolitica presentó un máximoen pH 5, pero entre pH 6 y

8 presentó valores altos, poco inferiores a la actividad a
pH 5. Cuando se repitieron estos ensayos usando el

sobrenadante de 105.000 xg como fuente de enzima se

obtuvieron perfiles muy similares. Esto implica que la

proteinasa aislada es la principal responsable de la

hidrólisis de estos sustratos por epimastigotes de T.cruzi.

En la Figura 10e también se grafica la actividad con

sustrato endógeno, tanto del sobrenadante de 105.000 xg como

de la enzima purificada. El pH óptimo con estos sustratos

fue de 3- 4. Debe tenerse en cuenta que los diferentes

perfiles de pH también están en relación con la conformación

fisico- quimica del sustrato en esos diferentes pHs (197),

lo que altera sus propiedades, especialmente la solubilidad.
Esto es particularmente importante en el caso de la caseina,

cuya solubilidad disminuye abruptamente a valores de pH
inferiores a 5.

En la Figura 11 se observa la acción de la proteinasa sobre

la Ig G humana. En condiciones no reductoras (lla) se

observa que la Ig G nativa (PM aprox. 150.000) es
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Fig. 11« Digestión de IgG humana. Análisis por SUS-PAGE.

a)

Gel 10%, sin 2-ME. 1: IgG sin incubar, 2: proteinasa, 3:

IgG incubada, 4: IgG incubada con 1a proteinasa.

b) 1 2 3 l 4 PM(kDa)
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Gel 10%, con 2-ME. 1: IgG sin incubar, 2: proteinasa, 3: IgG

incubada, 4: IgG incubada con proteinasa.
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Gel 15%, con 2-ME. 1: proteinasa, 2: Fab incubado, 3: Fab

incubado con proteinasa, 4: Fc incubado, 5: Fc incubado con

proteinasa.
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hidrolizada y origina bandas de menor PM, las dos más

importantes en la vecindad de 100 y 50 kDa. No se intentó

determinar exactamente su PMdado que su movilidad no sólo

es influenciada por su tamaño sino también por el número de

puentes disulfuro presentes (102). En condiciones

reductoras (llb) se observa que 1a cadena pesada (H) de la

Ig G (PMaprox. 50.000) pierde intensidad y origina otras

bandas. En el sector de la cadena liviana (L) (PM aprox.

25.000) la imagen no es tan clara, debido a la superposición

con productos de hidrólisis de la cadena H.

Al digerir el fragmento Fab (llc) se observa una disminución

de la intensidad de la banda, indicando una proteólisis

limitada. El fragmento Fc (llc), en cambio, sufre una

proteólisis extensiva, claramente visible por la virtual

desaparición de la banda de proteina original. Los

productos de digestión parecen ser de bajo PM, dado que no

se observan bandas definidas en el gel. Comparandocon los

standard de PM, se observa que el Fc migra más lento que el

Fab, a pesar de tener PMmuysimilares, hecho ya descripto
en la literatura (101).

Cuando muestras similares se separan por FPLC usando una

columna para filtración por gel, se observa que la IgG

nativa (Fig. 12a) corre como un dimero de 300 kDa. Después

de la digestión, parte del sustrato se desdobla en un pico
de aproximadamente 100 kDa, con un hombro de 50 kDa, y
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Fig. 12- Digestión de IgG humana. Análisis por FPLC.
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Patrón de elución de las muestras digeridas, al filtrar

por una columna de Superosa 12. a) IgG , b) Fab, c) Fc. Flechas

gruesas: ubicación de la molécula sin digerir. Flechas

finas: ubicación de los marcadores de PM. Datos expresados

en kDa. Volumende exclusión total: 23,3 ml.
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productos de degradación de bajo PM. Una proteólisis

parcial se detecta en el caso del fragmento Fab (12b),

comportándose 1a mayor parte de la proteina, en estas

condiciones de corrida, comoel fragmento inalterado. Debe

destacarse que los picos correspondientes a péptidos de bajo

PM se encuentran también en el material sin digerir.

Confirmando los resultados en SDS-PAGE, el fragmento Fc

(12c) es fuertemente degradado, observándose un pico pequeño

de Fc no digerido, y un pico principal de PMmucho menor a

20,1 kDa.

De los datos anteriores se deduce que la IgG humana posee

varios sitios hidrolizables por la proteinasa. Aunqueno se

han hecho intentos para identificar las uniones peptidicas

hidrolizadas, el patrón general de proteólisis se parece más

al de la pepsina que al de 1a papaina. El presente estudio

se realizó a pH 5,0, dado que experimentos preliminares

indicaron que la actividad degradativa sobre IgG nativa a pH
7,0 era mucho menor.

Estabilidad térmica 1 temperatura optima.

La estabilidad térmica de la proteasa fue bastante alta

(Fig. 13a), pues el 50% de la actividad se perdió por

preincubación por 10 min a 62°C. La repetición del ensayo

con sobrenadante de 105.000 xg comofuente de enzima, dio

resultados muysimilares, pues el 50% de la actividad se

perdió a 64°C. Esta concordancia nuevamente sugiere que en
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Figura 13a- Estabilidad térmica de 1a proteinasa cruda y
purificada.

temperatura de preincubación (°C)

(o) Proteinasa purificada.

(o) Sobrenadante de 105.000 xg.

Las muestras fueron calentadas por 10 min a las temperaturas

especificadas en la abcisa. Luegose enfriaron en hielo y
se determinó la actividad remanente con azocaseina

comosustrato, comose describió en Materiales y Métodos.
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el sobrenadante hay una sola enzima responsable de la

actividad con azocaseina. La temperatura “óptima” de la

enzima tiene en consideración tanto el aumento de 1a

velocidad de reacción comola desnaturalización térmica de

la enzima. Dada la alta estabilidad de la enzima, no fue

extraño encontrar una temperatura "óptima" de 60°C (Fig.

13b), muysimilar a la detectada en extractos crudos por

Itow y Camargo (106).

Inhibidores 1 activadores.

Se definió ISO comola concentración de inhibidor que logra

disminuir 50% la actividad enzimática con azocaseina como

sustrato. En la Tabla II figuran los inhibidores más
potentes de 1a proteasa.

El E-64 fue el inhibidor más potente; el valor de ISO

presentado (0,07 uM) se obtuvo a tiempos cortos de reacción

(15 min) y sin preincubar 1a enzima con el inhibidor. Este

dato tiene sólo valor indicativo, pues el E-64 es un
inhibidor irreversible con alta afinidad hacia el SH del

sitio activo, y por lo tanto cantidades estequimétricas con
la enzima serian capaces de inhibirla completamente. La

leupeptina [inhibidor peptidico de origen microbiano (10)] y

los compuestos mercuriales (p-CMB, FMA, p-CMPS) son

inhibidores característicos de cistein proteinasas [los
últimos forman mercaptidas con los grupos sulfhidrilicos

libres en forma reversible o irreversible (27)], aunque la
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Figura l3.b- Temperatura “óptima” de la proteinasa.

\ 0.916 0.a

14 , \ 0.7
12 0.6

IO 0.5

V a 0.4 V

6 / 0.3
(u/ml) 40/ 02 (A750/h/mg)

2 Q0L '. -OD
Z) 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

temperatura de reacción (°C)

Las condiciones experimentales fueron las descriptas en

Materiales y Métodos.

(o) Proteinasa purificada.
(o) Sobrenadante de 105.000 xg.

Se usaron distintas escalas (izquierda: proteinasa,
derecha= sobrenadante) para poder superponer las curvas
y facilitar la comparación.
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TABLAIl. Inhibidores.

lnhlbldor l 50mm

E-64 0,07
Leupeptlna 0,25
Antipaína 0,75
Qutmostatina ¡,0
p-CMB l ,0

FMA l ,2

TLCK l ,2

pCMPS 3,0
TPCK l 7,0
NEM 300,0

La proteinasa demostró ser poco sensible a DTNBy elastatlnal
e lnsenslble a Pepstatlna A, EDTAy PNSF.
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leupeptina no es especifica. La sensibilidad de la enzima a

la leupeptina fue alta (50%de inhibición con 250 nM). Esto

se puede apreciar al comparar con otros organismos: 0,3 mM

de leupeptina inhibió 80% de la degradación lisosomal en

hepatocitos de rata (95), 0,42 uMredujo la actividad de las

proteinasas de amastigotes de Leishmania m.mexicana al 19%

(61), 0,5 HMinhibió completamente la cistein proteinasa de

PM 30.000 de trypanosomas africanos (120). En un principio

se habia considerado que la leupeptina afectaba sólo 1a

degradación lisosomal de las proteinas, pero Seglen y col.

(165) encontraron que también afectaba la no-lisosomal. El

TLCK y el TPCKinhiben tanto a las serin proteinasas (del

tipo de la tripsina el primero, y de la quimotripsina el
segundo, bloqueando el aminoácido His del sitio activo e

impidiendo la fijación del sustrato) como a las cistein

proteinasas [alquilando el grupo tiol activo (209)]. El
DTNB, que también puede actuar sobre las cistein

proteinasas, inhibió sólo un 25%a una concentración de 0,5

mM. El HgClZ (5 mM) abolió totalmente la actividad

enzimática. El PMSF (con especificidad para las serin

proteinasas; aunque también capaz de inhibir algunas cistein

proteinasas) apenas inhibió un 10%en una concentración de

10 mM,lo que puede considerarse despreciable, y coincide

también con los datos de Itow y Camargo obtenidos con

extractos crudos. Estos resultados indican que la enzima
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perteneceria al grupo de las cistein proteinasas, con grupo
SH activo. Como consecuencia, sustancias reductoras

activarian la enzima. Eso fue lo obtenido (Fig. 14) al

tratar la proteinasa con 2-ME y glutatión reducido; 1a

maxima activación se logró en ambos casos con 10 mM.

También se probó si 2-MEpodia revertir el efecto de alguno
de los inhibidores. En la Tabla III se observan los

resultados. La actividad enzimática sin 2-ME fue nula

debido a la alta concentración de los inhibidores (1,1 mM);

sólo se notó actividad remanente al tratar con TPCK. Con

Z-ME(20 mM)la actividad fue mayor: el control cuadruplicó

su valor y 1a enzima inhibida por los compuestos mercuriales

recuperó, según los casos, entre el 75 y el 97%de su

actividad. La enzima tratada con TLCK y TPCK no mostró

recuperación de su actividad (salvo la actividad remanente

con TPCK, que aumentó menos de 3 veces). Las dos últimas

sustancias nombradas efectúan una inhibición de tipo

irreversible. El agente quelante de metales EDTAactivo 40%

1a enzima en el rango de concentraciones 1-10 mM. Esta

particularidad ya fue registrada en cistein proteinasas del
tipo de la catepsina B (19), y se deberia simplemente a la

quelación de metales pesados inhibidores. El hecho de que

no se produzca inhibición excluye que pueda tratarse de una

metaloproteinasa. Estudios recientes (58) indican que la

enzima no es inhibida por pepstatina A, inhibidor especifico
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Figura 14- Activación de 1a proteinasa por compuestos
sulfhidrilicos.

V(u/ml) ¡o

Concentr. del activador (mM)

(o) 2-mercaptoetanol.

(o) glutatión reducido.
La actividad enzimática se determinó en la mezcla de

reacción descripta en Materiales y Métodos, excepto por

el agregado de 2-MEo glutatión reducido, en las concen

traciones que se indican en la abcisa. Se utilizaron 6 ug de

proteinasa purificada por determinación.
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TABLAI“. Reversión dE] efecto de Inhibidores DOF2-mercaptoetanol

Inhibidor Actividad Enzïmática (u/ml)
sin 2-ME con 2-ME

---- 0,016 0,063
p-CMB 0 0,048
p-CMPS 0 0,061
FMA 0 0,047
TLCK 0 0

TPCK 0,006 0,016
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de las aspartil proteinasas comola pepsina. La proteinasa

fue bastante susceptible a la inhibición por sueros. Los

obtenidos de ratón, conejo y humano inhibieron más del 96%

en concentraciones del 42%. El suero fetal bovino al 6%

inhibió el 93 %de la actividad. Es conocido que en suero

existen distintos factores capaces de inhibir proteinasas:

alfa l-inhibidor de proteinasas, antiquimotripsina,
antitrombina III, alfa 2-macroglobulina (192,82).

Localización intracelular.

a) Tratamiento gg células enteras 99g digitonina.

Los resultados de un experimento representativo se presentan

en la Fig. 15. La CS, marcador de mitocondrias, se liberó

con altas concentraciones de digitonina, y en el último

punto del experimento sólo el 12%de la actividad total se

recuperó en el sobrenadante. La EM II activable por

aspartato, de ubicación citosólica, es la primera en
alcanzar altos valores en el sobrenadante. Luego el

porcentaje de actividad enzimática en el sobrenadante

desciende, pese a que con concentraciones de digitonina

crecientes el sobrenadante recibiría el aporte de la EMI,

liberada de mitocondrias (ver curva de CS). El hecho de que

esta última enzima no sea activable por aspartato sólo
reduciria su contribución a 1a sumatoria final. La caida de

la curva a concentraciones de digitonina crecientes se puede
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Figura 15- Ubicación subcelular. Tratamiento con digitonina.

Act.

Enz.

(%)

20 \ +_..--MM
0.5 l 1.5 2

mg. de digitonina/ ml

Actividad de diferentes enzimas en sobrenadantes de

epimastigotes enteros tratados con digitonina comose
describió en Materiales y Métodos.

(o) cistein proteinasa, (A) alfa-manosidasa, (a) enzima

málica activada por L-aspartato, (o) citrato sintasa,
(n) hexoquinasa, (x)fosfatasa ácida. En cada determinación

se usaron 125 mg de células (peso húmedo) lml (equivalente

a 10,5 mg de proteina/ m1).
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atribuir al efecto inhibidor que esta sustancia tiene sobre
la enzima (47). La fosfatasa ácida (bolsillo flagelar)

comenzóa ser extraída a concentraciones bajas de digitonina

(0,1-0,25 mg de digitonina/ml), pero aún a las mayores

concentraciones probadas presentó la mayoria de su actividad

en el precipitado. Las curvas de HK (glicosoma), Man

(lisosomas) y proteinasa están ubicadas entre las de las

enzimas nombradas. Las tres curvas llegan a un 72%de su

actividad enzimática con la máxima concentración de

digitonina probada. Pero la diferencia principal es que la
HKalcanza el 602 a una concentración mayor de 1,5 mg de

digitonina/ml, mientras que la Many la proteinasa alcanzan

ese porcentaje con 1,1 mgdigitonina/ml. De estos datos se

deduce que la proteinasa se encuentra ubicada, con la alfa

manosidasa, en una organela cuya membranaes más sensible a

la digitonina que las membranasglicosomal y mitocondrial.

b) Centrifugación diferencial 1 latencia.
En la Tabla IV se observa la distribución de la proteina

total y de las distintas enzimas en las fracciones obtenidas

por centrifugación diferencial. Las actividades enzimáticas
en la fracción S reflejan la fragilidad de las distintas
particulas a las condiciones de ruptura y fraccionamiento.

Como era de esperarse, la enzima málica activable por

aspartato, de ubicación citosólica, se halla en su casi

totalidad en el sobrenadante. Las particulas que engloban a
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TABLAIV. Distribucion de proteinas y enzimas en fracciones de
epimastigotes de Lccuzi obtenidas por centrii’ugacion diferencial

Enzima Distribucion en las fracciones (%) Recuper.
(7o)

N GG GP M S

Proteina 9,0 7,3 8,4 19,3 55,9 96
Proteinasa 6,3 7,8 7,1 11,5 67,3 104
oc-manosidasa 4,1 8,2 6,4 13,2 68,1 74
Fosfatasa ácida 4,1 12,3 14,1 64,7 5,0 80
Hexoquinasa 7,7 24,8 29,4 20,4 17,7 115
Citrato sintasa 7,4 15,6 17,5 22,6 36,8 73
EM(act.porasoartato) 1,8 2,0 1,8 1,9 92,4 90

Las distribuciones estan expresadas como el porcentaje de 1a
suma de las cinco fracciones. La recuperación representa 1a
suma de ias actividades (o cantidad de proteina) en las cinco
fracciones como porcentaje de 1a actividad (o cantidad de
proteina) inicial en el homogenato original, que se toma como
100%.
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la fosfatasa ácida, al contrario, fueron bastante

resistentes a las condiciones de ruptura y centrifugación

(apenas 5%de la actividad total en el sobrenadante). Los

glicosomas (hexoquinasa) y las vesículas mitocondriales

reselladas (citrato sintasa) demuestran ser un poco más

sensibles (17,7 y 36,8%, respectivamente). La proteinasa y

la alfa-manosidasa se encuentran en organelas más frágiles

aún, pues más de los 2/3 de la actividad total es liberada
al sobrenadante. Las actividades enzimáticas en el resto de

las fracciones reflejan actividades particuladas. Debidoa

la heterogénea distribución de la proteina en las mismas,
las solas medidas de actividad enzimática en la Tabla IV no

expresa fielmente el enriquecimiento de cada fracción en una

determinada clase de partícula. Por esa razón, se decidió

recurrir a la Actividad Especifica Relativa de cada

fracción, que se define comola relación entre el porcentaje

de actividad enzimática en esa fracción y el porcentaje de

la proteina total que se halla en la mismafracción. Una

actividad especifica relativa de 1 implica una relación de
enzima a proteina similar a la existente en el material de

partida de la centrifugación diferencial (homogenatototal).

En 1a Fig. 16 se grafica actividad especifica relativa de
cada fracción versus el porcentaje de proteina acumulada.

El área de cada fracción es la representación gráfica del

porcentaje de actividad que ya se presentó en la Tabla IV.
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Figura 16- Distribución de distintas enzimas de

epimastigotes de T.cruzi en fracciones obtenidas por

centrifugación diferencial.

L-FA H

2

Act. L0

¿F Man C5

Esp. 2

0L FJ l Í 1

¿_ Pr EM
Rel. ZFI l ñfi

0Ll l J L I 4
0 50 100 0 50 100

Proteina (%)

Las fracciones están graficadas de izquierda a derecha según

su orden de obtención: nuclear (N), gránulos grandes (GG),

gránulos pequeños (GP), microsomal (M) y sobrenadante final

(S). La ordenada representa 1a actividad especifica relativa
(porcentaje de actividad total/ porcentaje de proteina total).
La abcisa indica el porcentaje de proteina total acumulado.
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Se observa que la proteinasa, la hexoquinasa, la citrato

sintasa y la alfa-manosidasa tienen un comportamiento

similar: la mayoractividad especifica particulada está en

las fracciones GGy GP. El pico para la enzima málica está

en la fracción S, mientras que la fracción M es la más

enriquecida en fosfatasa ácida.
En la Fig. 17 se grafica la latencia estructural de las

enzimas en las fracciones obtenidas por centrifugación

diferencial. Se observa que tanto la proteinasa como la

alfa manosidasa presentaron latencia, siendo mayor en 1a

fracción de gránulos grandes. Las máximas latencias (42 y

33%, respectivamente) fueron menores que las obtenidas con

la fosfatasa ácida (38-60 %), hexoquinasa (47-67 %) o
citrato sintasa (53-88 2).

c) Ultracentrifugación gg gradiente isogicnico gg sacarosa.

La Fig. 18 presenta los resultados de un experimento

representativo en el que la fracción de "gránulos grandes y

pequeños“, obtenida por molienda de epimastigotes con

Crystalon, fue sometida a ultracentrifugación en un
gradiente isopicnico de sacarosa. Se observa que tanto 1a

proteinasa como la alfa manosidasa tienen perfiles
similares, bandeando a una densidad de equilibrio de 1,16

g/cm’, con un hombro ancho hasta 1,07. El marcador

mitocondrial, citrato sintasa, tuvo su pico también a 1,16

g/cm’. Debe tenerse en cuenta que la mitocondria única de
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diferentesdeFigura 17- Latencia estructural

7gotes de T.cruzi en fracciones1epimast

4centrifucación diferencial.

3“anme“wwwwwmuwmmmm4

Wiz/¡7%3m

2I.
V/JV/fix/A32

100
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50'

1, 2, 3, y 4 corresponden respectivamente a las fracciones N,

GG, GP y M. La latencia fue determinada como se describió
en Materiales y Métodos.
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Figura 18- Centrifugación isopicnica en gradiente de
sacarosa de las fracciones de gránulos grandes y pequeños de

epimastigotes de T.cruzi rotos por molienda con carburo de
silicio.

CS Droteinasa
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Densidad de equilibrio (g/cm’)

El k de recuperación (suma de las determinaciones de

actividad o de contenido proteico en todas las fracciones,

referido a 1a determinación en 1a muestra sembrada,
tomada como 100%) fue de 140%(proteina), 120% (proteinasa),

97%(alfa-manosidasa), 93%(fosf. ácida), 141%(citrato

sintasa) y 71%(hexoquinasa).



Resultados y Discusión 89

los trypanosomas se fragmenta durante la molienda, y las

particulas que bandean en el gradiente son vesículas

reselladas que mantuvieron en su interior las enzimas

mitocondriales (46). La fosfatasa ácida, enzima marcadora

del bolsillo flagelar, presenta un pico de actividad muy

cercano a los dos anteriores (1,15 g/cm3), pero 1a curva cae

más abruptamente a densidades menores. El pico del marcador

glicosomal hexoquinasa se ubicó en una densidad de 1,20.

Estos datos concuerdan con los de trabajos anteriores (46).

Los porcentajes de recuperación indicados en 1a leyenda de

la Fig. 18 fueron también similares a los obtenidos en

otros trabajos para este tipo de experimento (46,47,179).

Los resultados sugieren que la ubicacion de la cistein

proteinasa y la alfa manosidasa es lisosomal. La densidad

de equilibrio del pico principal (1,16 g/cm’) es igual a la
encontrada por Opperdoes y Steiger (138) para los lisosomas
de T.b.brucei.

Discusión General.

l) Ubicación gg la enzimagg estudio entre las peptidasas.

Por actuar sobre sustratos como azocaseina, seroalbúmina,

hemoglobina, fibrinógeno, e Ig G, la enzima en estudio se

puede incluir dentro de las endopeptidasas o proteinasas,
según la nomenclatura propuesta por Barrett (21). El patrón

de inhibidores y activadores, indica que pertenece al grupo
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de las cistein proteinasas (EC3.4.22) (128). En este grupo

se hallan las enzimas papaina, bromelaina, ficina y las

catepsinas, asi como el grupo de cistein proteinasas

trypanosomales recientemente llamadas "trypanopainas" por

Lonsdale-Eccles y Mpimbaza(120). Estas enzimas presentan

un peso molecular en el rango 20-30 kDa. El peso molecular

de la enzima en estudio, 60 kDa, es apreciablemente mayor,

pero es similar al de la “catepsina B" de Artemia (144). La

papaina es el prototipo de las cistein proteinasas. En su

molécula, Cys-ZS, nucleofilico, está en una grieta cerca de

His-159. Estos dos aminoácidos actúan concertadamente para

atacar uniones susceptibles. Estudios recientes (58)

demostraron que comparando la secuencia de 32 aminoácidos

del extremo N terminal (que contiene a Cys-ZS) y 14 de un

péptido triptico interno de la proteinasa de T.cruzi, con
las secuencias correspondientes de la papaina y 1a catepsina
L de mamíferos, se observa un 65%de identidad. Estos datos

demuestran sin lugar a dudas que la enzima en estudio

pertenece a la superfamilia de la papaina, y presenta rasgos
en comúncon algunas catepsinas. Está de acuerdo con esta

comparación su naturaleza glicoproteica, su ubicación

lisosomal y su respuesta a inhibidores y activadores. Los

primeros informes sobre catepsinas dan cuenta de una pérdida

parcial de actividad a pH mayor de 7,5 y total a pH 8

(18,83). Sin embargo, posteriores estudios demostraron que
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las catepsinas B y H pueden exhibir considerable actividad a

un pH tan alto como 8 (203). Este es también el caso de las

"trypanopainas" de trypanosomas africanos, actuando con

fibrinógeno comosustrato (120).

2) Comgaracióncon otras groteinasas gg T.cruzi

-Comparando con el trabajo de Itow y Camargo de 1977 (106)

encontramos coincidencias con una de las cuatro enzimas

estudiadas. El pH óptimo es ácido, su temperatura Óptima es

60°C, es inhibida por TLCK, y el PMSF no altera su

actividad. Estos autores no profundizaron más en su
estudio.

-El trabajo de Bongertz y Hungerer de 1978 (31) informa de

1a purificación y estudio de una enzima que hidroliza BAPA.

Itow y Camargoya habian atribuido a enzimas diferentes las

actividades sobre azocaseina y sobre BAPA. Confirmando lo

precedente, la proteinasa en estudio purificada no hidrolizó
BAPAni otras p-nitroanilidas no substituidas en el grupo

—NH2del aminoácido, aunque si es capaz de hidrolizar CBZ

Arg-Arg-O Me-B-naftilamida, Bz-Phe-Val—Arg—p—nitroanilida y

Bz—Pro-Phe-Arg-p-nitroani1ida (J. Martinez, M.C. Cazzulo

Franke y J.J. Cazzulo, resultados no publicados).

-De las cinco proteasas descriptas por Avila y col. en 1979

(13) sólo la peptidasa II hidrolizó un sustrato usado para
caracterizar las catepsinas B (17).De todos modos, al no ser
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activada por cisteina ni Z-ME,no puede ser considerada una

cistein proteinasa.
-Rangel y col., en 1981, (153) caracterizaron una proteinasa

con varios puntos en comúncon la estudiada por'nosotros:

tiene pH óptimo 3 con hemoglobina como sustrato, su peso

molecular es 60.000, es clasificable comocistein proteinasa

(activación por 2-ME,inhibición por mercuriales, reversión

de 1a inhibición por Z-ME). Las diferencias entre ambas

enzimas también son importantes: la estudiada por Rangel no

utilizó seroalbúmina como sustrato, y no fue inhibida por
TLCKni TPCK(frente a inhibición irreversible del 50% con

concentraciones de 1,2 y 17 uM, respectivamente, en nuestro

caso). Esta enzima está localizada en superficie, según se

determinó por microscopia óptica y electrónica, no

habiéndose presentado evidencias de una localización

lisosomal, comoen nuestro caso. -Recover y Piras, en 1983

(154), detectaron actividad proteasica en trypomastigotes y

epimastigotes enteros con caracteristicas muysimilares a la

descripta en este trabajo, en cuanto a rango de inhibidores
y activadores y sustratos hidrolizados, pero difiere en su
pHóptimo. Los autores no purificaron la proteinasa o

proteinasas responsables de esa actividad. La enzima

estudiada en este trabajo seria la previamente descripta en

extractos crudos por Itow y Camargo(106), Torruella y col.

(191) y Cazzulo y Franke de Cazzulo (54).
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3) Posibles funciones gg l proteinasa.

Unode los aspectos más importantes de esta proteinasa resta

por ser investigado: el de su función dentro del
metabolismo celular. Como se comentó en Metabolismo de

Proteínas, puede participar en la digestión de proteinas
endógenas (a), exógenas (b), en la penetración- adhesión (c)

o en el escape a la respuesta inmune (d).

(a) En el caso que la proteinasa en estudio cumpliera esta

función, no sería la única enzima involucrada, porque hay

evidencia de una baja actividad a pH6,5- 7, que se registra

en sobrenadante de 1.000 xg y no en sobrenadante de 105.000

xg (54). En célula de mamífero hay dos rutas principales de

degradación de proteínas: el camino lisosomal, responsable

de una degradación en masa, no selectiva; y el camino

no-lisosomal, que degrada proteínas en forma preferencial,

por ejemplo, proteínas anormales o de vida corta

(165,9l,134,110). El primero es sensible a inhibidores

(136,166), al contrario del segundo. En el primer caso, el

citoplasma entraría al aparato vacuolar al menospor dos

rutas. La macroautofagia (66) consistiría en la segregación
de porciones discretas del citoplasma, incluyendo organelas
enteras, dentro de una estructura limitada por membrana (la

vacuola autofágica). Esta adquiriría enzimashidrolíticas
por fusión con cuerpos densos. La microautofagia

(137,127,7) procedería a través de invaginaciones de la
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membranalisosomal, la consiguiente formación de vesiculas

intralisosomales y su digestión.

(b) Otra posible función de 1a proteinasa es la de

aprovechar el sustrato exógeno. En ese sentido el bolsillo

flagelar podria jugar un papel clave. Comose mencionó en

Ultraestructura, en esa zona podria producirse la entrada a

la célula de proteinas del medio. Aunque el parásito no

parece secretar cantidades importantes de nuestra proteinasa
al medio, el bolsillo flagelar podria ser por su relativo

aislamiento un lugar propicio para la digestión previa de
sustancias.

Por su ubicación lisosomal, la proteinasa estaria en óptimas

condiciones para aprovechar inmunoglobulinas del medio

internalizadas por endocitosis mediadapor receptor (176).

(c) Andrews y Colli (8) demostraron inhibición de la

adhesión e internalización de T.cruzi al preincubar con

suero fetal bovino. Piras y col. (147) sugirieron que

enzimas proteoliticas jugarian un papel fundamental en el

proceso de adhesión parásito- huésped. Entre los

inhibidores que lograron disminuir la adhesión figuran PMSF,

leupeptina y TLCK. Varias proteasas de otros origenes

pudieron simular el efecto de la proteasa endógena.

Araujo-Jorge y col. (ll) demostraron inhibición de 1a

penetración de trypomastigotes a fibroblastos y macrófagos

por alfa-2-macroglobulina e inhibidores de tripsina de
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poroto de soja. La proteasa (o proteasas) involucrada
deberia ser facilmente secretable a1 medio, o directamente

estar en 1a superficie del parásito. Hasta el momentohay

dos informes sobre existencia de proteasas en 1a membrana

del T.cruzi (153,154). La proteinasa deberia ejercer su

acción de forma rápida y directa, dada la presencia de los

factores inhibitorios del suero. La proteinasa en estudio

es sensible a leupeptina, TLCKy suero humano. Queda por

saber si la enzima, que ha sido detectada recientemente en

trypomastigotes, tanto por determinación de actividad en

geles de poliacrilamida conteniendo fibrinógeno, comopor

detección inmunológica en "Western blots“ de extractos

totales del parásito (0. Campetella, J. Martinez y J.J.

Cazzulo, FEMS Microbiol. Lett., en prensa), está

involucrada de alguna manera en la invasión de las células

del huésped.
(d) Si se demostrara el mecanismo de Fabulación en

trypomastigotes de la cepa Tul 2, la proteinasa en estudio

podria jugar un papel, dado que hidroliza Ig G humana

preferencialmente en la zona del fragmento Fc.
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Se purificó hasta homogeneidadproteica una proteinasa

a partir de epimastigotes de la cepa Tul 2 de Trzpanosoma

cruzi, y se determinaron sus principales propiedades:

-es una enzima monomérica de peso molecular aproximado de

60.000.

—es una glicoproteina, con una porción glucidica

probablemente considerable, pues da positiva la reacción con
reactivo de Schiff.

-es capaz de actuar sobre diversos sustratos, como caseina,

seroalbúmina bovina, hemoglobina, inmunoglobulina humana, y

proteina soluble del propio parásito, con pH óptimo ácido.

-tiene una estabilidad térmica considerable y, en

consecuencia, una alta temperatura "Optima".

-por la sensibilidad a distintos inhibidores, por sus
activadores, y por la reversión de la inhibición que

efectúan algunos activadores, es una cistein proteinasa.
-está localizada en los lisosomas del parásito.

Se puede concluir por los datos anteriores que estamos

en presencia de una enzima perteneciente a la superfamilia

de la papaina y con caracteristicas comunes con algunas

catepsinas, comola catepsina L de mamíferos.
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ABREVIATURAS.

BAPA:alfa-L-benzoil-D-L-arginina-p-nítroanilida
Con A: Concanavalina A

CS: citrato sintasa

DTNB:ácido 5,5'-ditio bis(2— nitrobenzoico)

E-64: trans-epoxisuccinil-L-1eucilamido-(4-guanidino)-butano
EDTA:ácido etilen diamino tetraacético (sal bisódica)

EM: enzima málica

FMA:acetato mercúrico de fluoresceina

HK: hexoquinasa

Ig G: inmunoglobulina G

LDH:lactato dehidrogenasa

Man: manosidasa

MDH:malato dehidrogenasa

2-ME: 2-mercaptoetanol

PAGE:electroforesis en gel de poliacrilamida

p-CMB:ácido p-cloro mercuri benzoico

p-CMPS:ácido p-cloro mercuri fenil sulfónico

Pepstatina A: isovalina-valina-valina-statina-alanina
statina Estatina= ácido (35,48)4-amino-3-hidroxi-6-metil

heptanoico]
PM: peso molecular

PMSF:fenil metil sulfonil fluoruro

SDS:dodecil sulfato de sodio
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TCA:ácido tricloroacético

TLCK:N-alfa-p-tosil-L-lisil clorometil cetona
TPCK:N-alfa-p-tosil-L-fenila1ani1 clorometil cetona
Tris: Tris (hidroximetil) aminometano
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