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1. Resumen

Se realizd la caracterizacion enzimatica de la actividad serina proteasa y la purificacion de
proteinas con esta actividad en antigeno total soluble y en antigeno secretorio excretorio
de Toxoplsma gondi. Se encontrd actividad serina proteasa del tipo tripsina en antigeno
total soluble de 7oxoplsma pero no en el antigeno secretorio excretorio. Luego de probar
tres tipos de columnas de afinidad para serina proteasa solo la cromatografia con arginina
permitid determinar la presencia de cuatro formas proteicas en k electroforesis nativa,
siendo predominantes una de 45 KDa. En antigeno total o en fraccidn purificada se
encuentra que una proteina de 45 KDa, de acuerdo con los resultados de ka prueba de
zimograma de caseina es la responsable de la mayor actividad serina proteasa del tipo
tripsina en Toxoplasma gondii



2. Introduccioén

2.1 Generalidades de proteasas

La proteasas son enzimas proteolticas que catalizan la degradacién de uniones peptidicas
tanto de proteinas como de péptidos. Las proteasas se dividen de acuerdo al grupo
funcional que poseen en su sitio activo, asi se pueden clasificar en cuatros grupos
generales: serinas proteasas, aspartico proteasas, cisteina proteasas y metaloproteasas
(Rao et al. 1998).

Las proteasas son numerosas y estan amplamente distribuidas en virus, bacterias y
células eucariotes. Esto sugiere que son vitales y que cumplen funciones que van desde el
nivel celular hasta el organico. Las proteasas celulares de organismos eucariotes tienen un
amplio rango de tamafio molecular que va desde 20 Kda a 800 Kda. Una gran cantidad de
proteasas tienen componentes no proteicos como glicoproteinas o lipoproteinas y algunas
requieren cationes divalentes, ATP u otro pequefio ligando. De otro lado son responsables
de procesos complejos de lk fisiologia normal de ka célula asi como también de

condiciones patoldgicas.

2.2 Proteasas y parasitos

Las proteasas estan envueltas en el cicb de vida de protozoarios que causan
enfermedades tales como ka malaria, la leishmaniasis, la amibiasis y la tripanosomiasis,
asi como también en la de parasitos como helmintos y en el virus de ka inmunodeficiencia
humana adquirida o VIH (RAO et al. 1998).

Varios tipos de proteasas son expresados en diferentes estadios del ciclo de vida de los
parasitos para apoyar los procesos de replicacion y metamorfosis (MCKERROW et al. 1993,



MITRO et al.1994). Las proteasas son un blanco potencial para desarrollar agentes
terapéuticos, como se ha hecho por ejemplo con el VIH. Entre algunas funciones que
cumplen las proteasas en los parasitos de una manera general tenemos:

1. Participacidon en el proceso de invasion, a través de la degradacion de las proteinas del
citoesqueleto de la célula hospedera durante la invasion o ruptura de esta.

2. Facitacion del desplazamiento de parasitos a través de la degradacién del tejido
conectivo del hospedero.

3. Evasion de la respuesta inmune o modulacion por degradacion o activacion del sistema
inmune del hospedero.

4. Interaccidn con el sistema de coagulacidn sanguineo vy fibrinoltico del hospedero, que
de por si esta compuesto de cascadas catalzadas por proteasas.
Remodelacién parasitaria durante la transicion de un estado morfoldgico a otro.
Activacidn o recambio de hormonas peptidicas, enzimas o proteinas regulatorias.
Participacion en el metabolismo cuando estan dentro del hospedero. De esta forma
toman ventaja aprovechando las abundantes proteinas del ambiente donde el parasito
reside (MCKERROW et al.1993).

2.3. Toxoplasmay toxoplasmosis

Toxoplasma gondii pertenece al phium Apicomplexa y a la clase Sporozoa (DUBEY et al.
1998) a la cual pertenecen parasitos intracelulares que tienen una estructura celular
caracteristica, un citoesqueleto complejo y un arreglo de organels en sus extremos
apicales. 7. gondi en un parasito cosmopolta con capacidad de infectar y replicarse
dentro de virtualmente cualquier célula nuclkeada de mamiferos o aves. Su ciclo de vida se
divide entre infeccion felina y no felina, lo que corresponde a lk replicacion sexual y

asexual respectivamente.



Los hospederos intermediarios de 7. gondii son posiblemente mas de 220 especies, entre
los que se hallan aves, mamiferos, animales domésticos, marsupiales y el hombre
(FREYRE 1998, DUBEY 1996). En ellos se encuentran las formas proliferativas al comienzo
de la infeccidn: los taquizoitos, que se reproducen endocelulrmente en los distintos
tejidos y en macrdéfagos (reproduccidon asexual). Si el hospedero resiste la infeccion, el

parasito permanece en sus tejidos en forma de quistes toxoplasmicos.

Cuando un félido se almenta de un hospedero intermediario (pajaros, roedores, entre
otros), a partir de los bradizoitos contenidos en los quistes tisulares, se generan en su
intestino nuevos elementos de diseminacion del parasito: los ooquistes (conteniendo en su
interior dos esporoquistes los cuales contienen cada uno cuatro esporozoitos) que son
eliminados al medio externo. Ademas del gato doméstico, se comprobd que algunos
félidos sivestres también excretan ooquistes, cuando son infectados con quistes tisulares.
Los herbivoros se infectan por ingestion de ooquistes esporulados de 7. gondii Los
carnivoros y omnivoros se infectan por la ingestion de visceras y musculos parasitados por
bradizoitos contenidos en quistes tisulares. En el caso del hombre, cuando se almenta
sobre todo con carne de cerdo u ovina insuficientemente cocida. Para casi todas las
especies, se ha comprobado ademas la transmision transplacentaria.

Los bradizottos contenidos en los quistes tisulares o los esporozoitos de los ooquistes
penetran las células epiteliales del intestino, y se transforman en taquizoitos. El taquizoito
entra a la célul hospedera por penetracién activa de la membrana y posiblemente
también por fagocitosis. Una vez en el interior, el taquizoito queda aislado en una vacuola
parasitéfora (VP). En ella los taquizoitos se multipican rapidamente por endodiogenia
(reproduccion asexual). La célula parasitada estala y los taquizoitos invaden nuevas
células. Este protozoo se puede distribuir localmente en los ganglios linfaticos
mesentéricos y legar a érganos distantes a través de ka linfa y la sangre, en macréfagos o
ibres (DUBEY 1997).



Los taquizoitos son extremadamentelabiles frente a factores ambientales comunes, siendo
pues la fase por ka cual se leva a cabo la diseminacidon dentro del hospedero, por lo cual
carece practicamente de significacion epidemioldgica. Sin embargo, pudiera considerarse
eventual la transmisién por via hematica durante la fase de parasitemia de 10 dias y no se
puede dejar de lado el importante papel de esta fase en el pasaje transplacentario de la
toxoplasmosis al feto (DUBEY 1995).

Hacia la tercera semana de la primoinfeccién, los taquizoitos comienzan a desaparecer de
los tejidos viscerales, se rodean de una membrana propia y se multiplican lentamente,
originando unidades llamadas bradizoitos. El conjunto de éstos y la cubierta se denominan
quistes tisulares, localzados principalmente en tejido nervioso, retina y el musculo. Los
quistes tisulares persisten por largo periodo de tiempo: meses o anos, en el humano de
por vida, y mantienen el estado latente de infeccion (DUBEY 1998, SMITH 1995).

Los bradizoitos son resistentes a la digestion péptica. La pared del quiste se disuelve
rapidamente en contacto con una solucion de pepsina y acido clorhidrico, pero los
organismos liberados de este modo son capaces de sobrevivir en el fluido digestivo hasta
por tres horas. Por este motivo, el quiste toxoplsmico tiene gran importancia
epidemioldgica como estadio infectante. Luego de la ingestidn de quistes tisulares por el
gato, ka pared del quiste es disuelta por kas enzimas proteolticas del estdmago e intestino
delgado. Los bradizottos liberados penetran las células epiteliales del intestino delgado e
inician la fase agamogodnica o esquizogonica (reproduccion sexual). La gametogonia
comienza hacia las 60 horas, dando rapidamente paso a la formacién de ooquistes, lo que

se prolonga de 3 a 15 dias, y durante este periodo se excretan milones de ellos.

Los ooquistes para ser infectantes deben esporular, dicha esporulacion ocurre en el medio
externo en uno a cinco dias, dependiendo de la aireacion y temperatura. Estos



dependiendo de las condiciones medio ambientales pueden persistir viables entre seis

meses y un ano, pueden resistir la congelacion y la sequia (DUBEY 1998).

2.4. Invasiondel Toxoplasma gondii

En los diferentes estudios del ciclo bioldgico, el parasito va a presentar siempre su forma
caracteristica de media luna a la que debe su nombre, cuyos componentes celulares se
mantienen constantes, consistiendo de una membrana celular, ctoplasma con sus
organelas, nlclko, membrana nuclear y en su polo anterior o apical una estructura
caracteristica del phylum Apicompkexa, la roptria, con funciones secretorias y fundamental
en el proceso de invasion. Igualmente en este polo encontramos pequefias organelas
apicales denominadas micronemas, presentes en el estadio invasivo de todos los
Apicomplexa.

Se han estudiado las proteinas constitutivas del parasito en cada uno de sus estadios en el
hospedero intermediario, con especial énfasis en las proteinas de membrana y de los
granulos densos secretados por la roptria.

Como cualquier parasito intracelular, el proceso de invasion celular juega un papel crucial
para la sobreviva del parasito y para elo la superficie del 7. gondi debe de cumpiir
muchas funciones durante este evento, tales como el anclaje, la sefalizacidn, el transporte
y la interaccidon con las células del hospedero. Por estas razones, las investigaciones se
han encaminado principalmente a las proteinas de superficie para determinar la
importancia en el proceso de invasidn, su inmunogenicidad, su papel en ka patogénesis,
asi como su potencial inmunoprotector, ademas de su utiidad en las pruebas diagndsticas.
También se ha evidenciado un importante papel de las proteinas secretorias durante la

invasion.
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Los eventos mecanicos durante la invasion incluyen (KASPER et al. 1994):

Anclaje a la célul hospedera
Protrusidon del conoide
Formacidén y movimiento de las uniones del parasito y la célula

Exocitosis del micronema con secrecion de las proteinas MIC

i A LN

Exocitosis de la Roptria (Proteina ROP1 o factor faciitador de la invasién PEF) y
adecuacion del parasito dentro de la vacuola parasitdéfora (compartimiento
subcelular).

El anclaje es una interaccion especifica de las membranas del parasito y la célula
hospedera, que involucra una serie de moléculas especificas que actian como ligandos
durante el reconocimiento y anclaje celular, como la laminina del parasito asi como el
receptor de laminina de la célula hospedera, y las moléculas de la superficie SAG2, SAG3 y
fosfolipasa A, con importancia variable segun los autores (KASPER et al. 1994, TOMAYO
S, 1996, BOOTHROYD etal. 1998, GOMEZ 1997). Se ha descrito que 7. gondi entra en la
célul hospedera por un proceso activo de invasion, promueve la invaginacion de la
membrana celular por ejecucidn de movimientos rotatorios y secrecién de un factor ltico
faciitador de la penetracion; bajo deformacidon ameboide del parasito, la membrana de la
célul hospedera no es rota, pero rodea al parasito para formar la vacuok parasitofora
(PINGRET etal. 1996).

Una vez establecida ka invasion a la célula hospedera, el parasito inicia su fase de
reproduccidn rapida que lisa a la célula hospedera y nuevamente invade otra célula, hasta
que las condiciones ke son adversas y asume una forma de latencia en su fase de
taquizoito la cual ke confiere gran resistencia gracias a la formacidn de los quistes
tisulares, donde permanecera latente, siempre que el estado inmunitario del hospedero

sea efectivo, de no serlo, entonces este rapidamente se convierte nuevamente a la fase de
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multiplicacién rapida o taquizotto, por esto actualmente esta creciendo el interés de los

eventos bioquimicos implicados en esta interconversion.

2.5. Proteinas de Toxoplasma

2.5.1 Proteinas de las roptrias: Las roptrias son aproximadamente ocho organelos
excretorios, como sacos de 2,5 pm alargados, que van por el interior del conoide con
salida al exterior. Los ductos alargados de las roptrias desembocan en la superficie del
taquizoto (SCHWARTZMAN 1986). Estos organelos pueden excretar productos con
actividad ltica que faciitan y estan asociados a la invasidn. Estas sustancias pueden
causar una vacuolizacién puntual y desintegracion de la membrana celular. Diez proteinas
de las roptrias de 7. gondiise han identificado donde se destacan la proteina ROP1 de 61
kDa previamente conocida como factor faciitador de penetracion o “penetration-
enhancing factor” (PEF) con actividad ltica contra la membrana celular de la célula
hospedera, y la ROP2 de 54 kDa, k cual esta asociada con la vacuola parasitéfora. La
liberacion del contenido de ks roptrias puede ser coadyuvada por una fosfolipasa Ca*?
dependiente (SAFFER et al. 1991)

2.5.2 Proteinas de micronemas: Los micronemas son organelos estrechamente
relacionados con las roptrias y se cree que tienen igual funcidn excretoria ( DUBEY et al.
1998). Tres proteinas de micronemas han sido descritas en 7. gondii MIC1 de 60 kDa,
MIC2 de 120 kDa y MIC3 de 90 kDa (BONHOMME et al. 1998)

2.5.3 Proteinas de los granulos densos: Los granulos densos son organelos
distribuidos en el citoplasma del taquizoito, su contenido enriquece de proteinas ka red
reticular de la vacuola parasitéfora y se ha demostrado que se localzan en b membrana
de este compartimento. Las proteinas de los granulos densos son también liberados en el
ambiente como antigeno excretorio/secretorio (CESBRON 1994, CHARIF et al. 1990). Se
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han descrito siete proteinas provenientes de los granulos densos: GRA1 de 23 kDa, GRA2
de 28,5 kDa, GRA3 de 30 kDa, GRA4 de 40 kDa, GRA5 de 21 kDa, GRA6 de 32 kDa
(WONG et al. 1993, CESBRON 1994) y mas recientemente GRA7 de 29 kDa (BONHOMME
et al. 1998)

2.5.4 Proteinas mayores de superficie: La P30 es la proteina mayor de superficie y
tiene importancia en la adherencia a la célula huesped. Otras proteinas mayores de
superficie que también se han caracterizado son P22, P23, P35 y P43 de acuerdo a su
moviidad electroforética (BOOTHROYD et al. 1998). Estas proteinas tienen caracter
inmunogénico y estan ancladas a la membrana parasitaria del taquizoito por una molécula
de glicosil- fosfatidi- inositol (GPI).

2.5.5 Antigenos excretorios/secretorios (ESA): Son antigenos que se han
encontrado en cultivos celulares infectados con 7. gondi. Estos antigenos constituyen el
90% del antigeno circulante en el hospedero. Estas proteinas son altamente
inmunogénicas, estan implicadas tanto en la generacion de anticuerpos como en la
respuesta celular (WONG et al. 1993). La ESA P28, esta presente en los granulos densos,
y en lo profundo de la membrana externa del taquizoito, en el aparato de Golgi donde
probablemente esta empaquetada para la secrecion y en la red intravacuolar de la VP y
también esta presente en los bradizoitos y ka pared del quiste (WONG et al. 1993,
CESBRON 1994). También se ha clonado y expresado otro antigeno P23, el cual esta en
los granulos densos tanto de taquizoitos y bradizotos y se secreta en la red
tubulovesicular de la VP. Este antigeno es reconocido por sueros de pacientes con
enfermedad crénica y es pobremente reconocido por los pacientes con infeccion aguda
(CESBRON 1994, WONG et al. 1993, CESBRON et al. 1989). Otra proteina considerada
antigeno excretorio-secretorio es el factor de aumento de penetracidon o “penetration
enhancing factor” aislada de taquizoitos el cual esta implicado en el proceso invasivo
(WONG et al. 1993, NORRBY R, 1971). Otro antigeno excretorio-secretorio de membrana



identificado por clones de células
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reactivas por 7. gondiy que es potencialmente

protectivo es una proteina de 54 KDa (WONG et al. 1993).

Tabla 1. Proteinas asociadas a las principales organelas del 7. gondii.

Molécula

KD

Localizacion

SAG 1/2/3/4/5
GRA 1/2/3/4/5/6/7

30/22/42/23/35
22-27/28.5/30/40/21/32/26-29

Superficie del trofozoito

Granulos densos

NTP1 63
ROP 1/2/3/4/5/6/7/8 60/55-59/60-59.5/42/57-60/200 Roptria
MIC 1/2/3 60/120/90 Micronemas
Modificado y actualizado. Smith 1996, Jacobs 1997, Fischer 1998.
Tabla 2. Antigenos de Superficie del 7. gondii.

Expresion en e/ Expresion en e/ Expresion en el
Proteinas Gene Tamano KDa taquizoito bradizoito esporozoito
P22 SAG2 19,0 - ?
P23 ---- + ? ?
P30 SAG1 32,9 + - -
P35 SRS3 36,2 + ? ?
P43 SAG3 41,8 + + ?
SRS1 SRS1 44,2 + - ?
SRS2 SRS2 39,5 + ? ?
P36 BSR4 42,3 - + ?
P18 SAG4 18,5 - + ?
SRS4 SRS4 ? ? ?
SAG5 SAG5 39,1 ? ? ?

Tomado de Boothroyd et al. 1998.

2.6. Proteasas y Toxoplasma

Al hacer un recorrido de la estructura antigénica del taquizoito asi como también de su

complejo mecanismo de invasidn activa, es obvio pensar que existen grupos de enzimas

propias de este protozoario que podrian tener actividad proteoltica y colaborar en esta
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compleja accidén de invasion, como existen en otros protozoarios de importancia médica.
Estas proteasas podrian estar ubicadas o provenir de diversos organelos como roptrias,
micronemas, granulos densos o ser componentes de los antigenos excretorio-secretorio.
No solo estas proteasas estarian involucradas en la invasidn si no también en el
procesamiento de proteinas del parasito como lo sefala Carruthers (CARRUTHERS et al.
2000) el cual propone que la MIC2 secretada en el momento de la invasion tiene que ser
procesada proteolticamente por dos proteasas distintas para cumplir su funcién de
adhesina. Una de estas la denomind MPPI y ka otra MPP2 (MPP “microneme protein
protease”). Esta Ultima (MPP2) la caracterizd parcialmente como una serina activa a pH
neutro (CARRUTHERS et al. 2000). Estos autores infieren en Toxopisma gondii un posible
sustrato para proteasas propias del parasito. Pero otras proteasas podrian estar
involucradas en la digestion de péptidos exdgenos, en el mantenimiento intracelular del

parasito o en el complicado ciclo de vida de este coccidio.

Entre los trabajos pioneros de estudio de actividad proteoltica de este protozoario esta el
de Choi y colaboradores (1989) los cuales encontraron actividad proteoltica en extracto
total de este protozoario purificado por métodos convencionales de cromatografia de
intercambio idnico, fitracion por gel y cromatografia de hidroxiapatita. Las enzimas
parcialmente purificadas se probaron con diferentes inhibidores especificos y promotores.
Se detectdé una actividad caseinoltica significativa con pH optimo de 6,0 empleandose
como promotor enzimatico DTT y que fue inhibido con iodoacetamida (IAA) inhibidor de
cisteina proteasa. Es estas mismas fracciones se detecto otra actividad con pH dptimo de
8,0 empleandose como promotor enzimatico ATP, sin embargo un exceso de ATP por
encima de 2 mM inhibia la actividad. La actividad a pH 8,0 fue inhibida por un inhibidor de
serinas proteasas, fluoruro de fenimeti sulfonio (PMSF). Con estos datos se establecid
que la forma referida al pH 6,0 es una cisteina proteasa acida y la otra actividad de pH 8,0
fue una serina proteasa neutral ATP dependiente (CHOI et al. 1989).
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Otro estudio reciente confirma la posible existencia de actividad serina proteasa, por
medio de dos inhibidores irreversibles de serinas proteasas, 3,4-dicloroisocoumarina 27
(3,4-Del) y Fluoro 4-(2-aminoetil)-bencenosulfonilo (AEBSF), con las cuales se obtuvo una
disminucion en la penetracidn e invasidén celular por parte de los taquizoitos del 7. gondi
en un sistema de cultivo celular y sin altterar la integridad estructural del parasito. El
pretratamiento de las células hospederas con estos inhibidores no afectd la invasion,
sugiriendo que las enzimas parasitarias son el blanco de estos inhibidores y que estos

inhibidores no afectan las proteasas de las células hospederas (CONSEIL et al. 1999).

También otros tipos de actividades proteoliticas, como lk actividad metaloproteasica han
sido puestas en evidencia por Schwarztmann y colaboradores quienes reportaron que la
1.10 fenantrolina (inhibidor de metaloproteasas) reduce en un 56% la infeccion de las
células hospederas en un sistema in vitro (SCHAWRZTMANN et al. 1992).

Recientemente ha sido purificada y caracterizada una metalopeptidasa inmunogénica, la
cual inhibe su actividad proteoltica en presencia de 1.10 Fenantrolina y EDTA
(BERTHONNEAU et al. 2000). Otra actividad proteoltica que ha sido propuesta es la
actividad cisteina proteasica, descrita en el trabajo de Choiy colaboradores (CHOI et al.
1989) al caracterizar parcialmente una actividad cisteina proteasa acida (pH 6,0) y
recientemente por la identificacion de dos genes de cisteina proteasa en 7. gondi que
estan relacionados estrechamente con lka catepsina B. La caracterizacion bioquimica y
molecular de estas enzimas se encuentra en estudio, citado por Rosenthal
(ROSENTHAL,1999).

Al igual que otros protozoarios de importancia médica, aun quedan muchos vacios con
respecto a las enzimas con actividad proteoltica. Entre las preguntas por contestar se
encuentran por ejemplo: cual es la funcidn que cumplen en el metabolismo de 7. gondiio

el papel en la interaccién hospedero parasito. Esta informacion es importante para futuras
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alternativas de quimioterapia. Sin embargo, se hace necesario aportar conocimientos
sobre otras actividades protedsicas que deben existir como las reportadas en otros
parasitos, asi como su localizacion en el parasito e inferir sus funciones durante la invasion

y sobrevida de éste protozoo dentro de la célula hospedera.

Recientemente Buitrago-Rey et al. (2002) demostraron en un modelo murino de infeccion
que AEBSF prolongd la sobrevida de ratones ICR ante un reto letal con Toxoplasma, sin
embargo no se evitd la muerte de estos ratones. Estos resultados demuestran la utiidad
potencial de inhibidores de serinas proteasas en terapéutica y la necesidad de conocer
mejor la estructura de las serinas proteasas parasitarias con el fin de disefar inhibidores

con mas potencia.

La mayoria de las substancias caracterizadas quimicamente que han sido implicadas en lka
patogenicidad y virulencia del 7. gondi estan localizadas en la pared celular; elas pueden
participar en la adherencia del parasito, en la fagocitosis, en lk multplicacién y
procesamiento antigénico por parte de los macréfagos, pero no se ha evidenciado el papel

ni la ubicacion de las proteasas durante el proceso de invasion.

Las proteasas estan envuetas en el ciclo de vida de protozoarios que provocan
enfermedades tales como la malria, la leishmaniasis, la amibiasis y la tripanosomiasis,
(MCKERROW etal. 1993, ROSENTHAL PJ, 1999) y se ha evidenciado que juegan un papel
importante en los procesos de invasion y penetracion de los parasitos a la célula
hospedera asi como también en la de parasitos como helmintos y en virus como el de ka

inmunodeficiencia humana adquirida (VIH).

En 7. gondiies obvio pensar que existen grupos de enzimas que podrian tener actividad
proteoltica y colaborar en su compleja accién de invasidon, como existe en otros

protozoarios de importancia médica (AGUILAR F, 2001). Se ha demostrado en otros
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Apicomplexos tales como Pasmodium que los inhibidores de proteasas pueden bloquear
la invasion; aunque hay diferencias entre especies, estos estudios implican especiaimente
serinas y cisteinas proteasas en la invasion Apicomplexa (MILLER et al. 2001), y su
caracterizacion en 7. gondi podria guiar la busqueda de nuevos métodos de control,
diagndstico y prevencion.

Se hace necesario caracterizar la actividad de la sustancias quimicas involucradas en los
procesos de invasion de la células hospederas por el parasito 7. gondi; Igual que en otros
parasitos de importancia médica, las proteasas de 7. gondi podrian participar en su ciclo
de vida promoviendo k protediisis celular favoreciendo la penetracidon e invasion. Sin
embargo es poco el conocimiento del sustrato fisioldgico de muchas de estas proteasas
celulares, qué regula los procesos proteolticos o cual es la funcion especifica de cada una

de estas sustancias

Los objetivos del presente trabajo fueron: i) caracterizar ka actividad proteoltica de serinas
proteasas por medio de métodos colorimétricos y electroforéticos en antigeno total y
antigeno secretorio/excretorio (ESA) de taquizoitos de Toxoplasma gondi i) identificar el
método cromatografico mas eficiente en la purificacion de las serinas proteasas de
Toxoplasma gondii y realizar la purificacion y determinacion de actividad serina proteasa
en las fracciones obtenidas por estos métodos. Se selecciono la actividad serina proteasa
ya que previamente se mostrd que su inhibicion disminuye de manera importante la
invasion del Toxopbsma (BUITRAGO et al, 2002) pero hasta el presente no se han
realizado intentos por caracterizarla y purificarla.

3. MATERIALES Y METODOS

3. 1. OBTENCION DE TAQUIZOITOS DE Toxoplasma gondii:
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Para preparar el antigeno total soluble se inocularon 50 ratones suizo cepa ICR (Instituto
Nacional de Salud) con taquizotos de la cepa RH de 7. gondi Se obtuvo una
concentracion de 1x10® taquizoitos a partir del exudado peritoneal de los ratones
infectados. Se realizaron observaciones al microscopio dptico para verificar la presencia y
viabiidad de los taquizoitos. Los taquizoitos se lavaron por centrifugacidon 2 veces a 2.500
rpm por 15 minutos con solucion salina 0,85% (SSN). El sedimento se resuspendio en 5
ml de solucion salina 0,85% estéril y se fitro a través de una membrana estéri de
policarbonato con una porosidad de 3 um, y verificando a través de la microscopia que el
preparado estuviera libre de células de raton. El fitrado se centrifugo a 3.500 rpm por 15
minutos, el sedimento en forma de botén se resuspendio en 1,0 ml de solucién salina

estéri y se realizo conteo en la camara de Neubauer (AGUILARF, 2001)

3.2. FRACCIONAMIENTO CELULAR

3.2.1. Obtencion de antigeno total soluble: El lavado peritoneal se centrifugo a 1500
g por 10 minutos, se lavaron y resuspendieron en PBS frio sin calcio y conteniendo 1 mM
EGTA e inhibidores de proteasas (10 pg/ml de TLCK, 10 pg/ml de PMSF, 1 pg/ml
leupeptina, 10 pg/ml de E-64). Los parasitos fueron lisados por cinco ciclos de congelaciéon
/ descongelacion seguido de sonicacion en frio por 7 ciclos de 20 segundos de 80A a 20
KHz y se observo a microscopio (40X). Los residuos de parasito fueron centrifugados a

baja velocidad (10 min a 2500 x g) y se recuperd el sobrenadante.

3.2.2. Fraccionamiento de Ilos productos liberados de Ilos parasitos
extracelulares (antigeno excretorio/secretorio —ESA-): Los taquizoitos de la cepa
RH (1,5 x 10®) fueron pasados por fitro 3 pm y resuspendidos en medio de invasion
(DMEM, 20 mM HEPES, suero fetal bovino 3%). Las alicuotas fueron inducidas a hk
secrecidon afiadiendo A23187 0,4 uM. Los parasitos se removieron por centrifugacion por

10 min a 1.000 g y se recolecto el antigeno excretorio/secretorio soluble (ESA) del
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sobrenadante fitrandolo en una membrana Milipore de 0,22 pm. La preparacion ESA se
almaceno a -70 °C hasta su uso (MILLER et al. 2001)

3.3 DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La cuantificacién de proteinas del antigeno total soluble de taquizoitos de Toxopblsma
gondii se realizo por el método de Lowry. Se usé reactivo A que era tartrato de sodio 0,2
g, NaCO3 10 g, NaOH 1N 50 mly se complet6é a 100 ml con agua destilada. El reactivo B
CuS04.5H20 0,5 g y tartrato de sodio 1 g en 100 ml de agua destiada. Se mezclaron 25
mlde Ay O,5ml de B y de la solucidon resultante se tomaron 120 ply 80 ul de kb muestra
a examinar. Luego se agregaron 20 pl de reactivo de Folin en una microplaca de 96 pozos.
Se incubo a 37 °C durante 30 min. La absorbancia a 490 nm se leyd utiizando un lector
de microplacas (Dynatech MR 5000). Se utiizo una curva de calbracién con patrones de

albimina.

3.4. PURIFICACION PROTEASICA

3.4.1 Cromatografia en Bacitracina- Sefarosa 4B: El antigeno total soluble y el ESA
fueron concentrados a 2 X el volumen original. Se tomd 1 ml de estas muestras
para aplicarlk a una columna de Bacitracina (Sigma) ligada a Sepharosa 4B
(Pharmacia) empacada en una columna de vidrio de 10 cm x 0,7 cm. La muestra
era equilibrada con Tris/HCI 50 mM pH 9,0 y se aplicaba a la columna en un flujo
de 0,5 ml/min. La columna fue lavada con tampdn acetato de sodio 0,1 M/ NaCl
0,3MdepH:7,6,5y4.

3.4.2 Cromatografia con Arginina-Sepharosa 4B: Los productos del antigeno total
soluble y del ESA fueron aplicados a una columna de arginina-sepharosa de 1,5 x
30 cm (Biosciences, Amersham). En un volumen de 1 ml la muestra era equiibrada

con Tris/HCI 50 mM pH 9,0 y se aplicaba a la columna en un flujo de 0,5 ml/min.
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La columna fue lavada con buffer acetato de sodio 0,1 M/ NaCl 0,3 M a diferentes
pH: 7,6, 5y 4.

3.4.3 Cromatografia con benzamidina: A 1 ml de las muestras de antigeno total
soluble y de ESA se le agrego 25 pl de NaOH; la muestra fue pasada por un fitro
de 0,45 pM. Después se inyecto un 1 ml en la coumna y se eluyeron a una
velocidad de 0,5 ml/min con volimenes de 10 ml de tampdn acetato de sodio 0,1
M masNaCl3M a pH 7, 6, 5 y 4 respectivamente.

Las fracciones que mostraban absorbancias a 280 nm luego de la elusidn, fueron
combinadas, concentradas y comprobadas en actividad usando los ensayos de azocaseina

y zimograma de caseina.

3.5.ZIMOGRAMA

Para este andlisis se utiizo caseinato de sodio (1%) copolimerizado con los geles de
poliacrilamida. Las muestras se cargaron en el gel sin calentar y se llevo a cabo una
electroforesis a temperatura ambiente, en una corriente constante de 25 mA. Luego de la
electroforesis, los geles se lavaron sucesivamente 2 veces con agua desionizada y luego 2
veces con tampdn Tris cada uno por 30 min a 4 °C. Los geles se incubaron toda la noche
en tampdén Tris con MgCh 5 mM a temperatura ambiente. Finalmente los geles se
colorearon con azul de Coomasie 0,1 % R 250 en 4:1:5 metanol/acido acético/agua
(vol/vol/vol) y fueron destefiidos en la misma solucidn sin el colorante para revelar las
zonas de hidrolisis del sustrato (SECADES y GUIJARRO 1999). Para el cakulo del peso
molecular aproximado de las bandas con actividad caseinolitica se utiizo la formula de
coeficiente de movilidad (Rf) segin el frente de corrido y aplicandolo a la curva

correspondiente.

3. 6. ENSAYO DE AZOCASEINA
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La actividad caseinoltica se ensayé a diferentes valores de pH con un rango de 4 a 11
usando azocaseina como sustrato. Se usé una solucion madre de azocaseina preparada asi:

10 mg de azocaseina (Sigma, USA) en 1 ml de agua destilada. Para medir la actividad se
prepard una mezcla de reaccidn compuesta asi: 200 pl de azocaseina mas 100 pl de la
muestra a ensayar mas 200 pl de uno de los siguientes tampones de acuerdo al pH: para
pH 5 de tampon citrato disodico 100 mM; para pH 9,6 de tampon gliciha NaOH 100 mM;
para pH 7,0 de tampon fosfato 100 mM. Cuando se ensayaban inhibidores esto se
agregaban en volumen de 100 ul 10 minutos antes de adicionar la muestra. La mezcla se
incubaba a 35°C por 30 minutos para las muestras de antigeno total o de antigeno
secretorio / excretorio o 3 h para las fracciones obtenidas luego de la cromatografia. La
reaccion se detuvo agregando 600 pl de acido tricloroacético frio al 10 % a ka mezch. El
precipitado se removio por centrifugacion a 8.000 g por 3 min y se recogidé 0,5 ml del
sobrenadante y se mezclo con 0,7 ml de NaOH 1 My se leyd la absorbancia a 440 nm. Se
utiizo una curva de actividad de tripsina 0 a 930 unidades estandar por mg de proteina
(U/mg) para estimar la unidades de actividad proteasica tipo tripsina. El inhibidor utiizado
fue 100 ug/ ml de AEBSF (4- Aminoethyl-benzene sulfonyl fluoride hydrochloride, Sigma,

USA, referencia A8456), un inhibidor especifico de serina proteasa.

3.7. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR ELECTROFORESIS EN
POLIACRILAMIDA NO DENATURANTE Y DENATURANTE

El peso molecular se determino tanto por electroforesis nativa en gel de poliacriamida
como en electroforesis denaturante y en ambas electroforesis se tifio el gel con azul de
Coomassie y coloracion de plata. La electroforesis se realzo de acuerdo a lo descrito por
otros autores (MARCOLINO et al. 2000). Para el gel nativo o no denaturante se desarrollo
la siguiente metodologia, se depositaron 10 pg por pozo de antigeno total soluble,

antigeno ESA y pool de fracciones, diuido en tampon de muestra (1 ml de Tris, 1 ml de
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glicerol y un 1 ml desionizante con azul de bromofenol 0,25 mg). Se utiizé6 un marcador
de proteinas para electroforesis nativa (Sigma, USA referencia MW -ND 500) preparadas de
acuerdo a las instruciones del fabricante. Se utiizd un gel de poliacriamida 8%. El corrido
se realzé con una corriente de 50 v por seis horas, luego se incubd por dos horas en 100
ml de una solucion de fijado (40 ml de methanol, 70 ml de acido acetico y 53 ml de agua)
por dos horas. Luego se tifie con azul de comassie 0,25% por 6 horas y se deja en
solucién de decoloracidn (53:7:40 de metanol/acido acetico/agua) por 24 horas.

Para la electroforesis denaturante se utiizd antigeno soluble total de 7. gondii antigeno
ESA y pool de fracciones a una concentracidn de 10 ug por pozo diuido en tampdn de
carga en condiciones reductoras y esta solucion se sometié a calentamiento en bafio maria
a 100°C por 5 minutos. Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis de
poliacriamida (SDS-PAGE), a una concentracion de gel de 15% a 150 v por 1 hora. Se usé
un patrdn de proteinas de pesos moleculares medios de BIO-RAD (USA).

El calculo del peso molecular para las bandas de proteinas se hizo de acuerdo con los
patrones de peso molecular y usando digitalzacion de la imagen del gel y analisis con el

programa UN-Scan-It Densitometer version 5.1 (Sik Corporation, US).
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4. RESULTADOS.

4.1. Obtenciony ensayos de actividad proteasica en antigeno total soluble y de
ESA: Se obtuvo una concentracion de 10 mg/ml de antigeno total soluble de 7oxop&asma
gondii sin contaminacidn de células de ratén y en el antigeno ESA se obtuvo una
concentracion de 2,2 mg/ml En la figura 1 se observa un gel de electroforesis en
poliacriamida con tincion por azul de Coomasie con estos antigenos. En la Figura 2 se
observa un zimograma de caseina con estos preparados y se encuentran cuatro bandas en
el antigeno total soluble. No hubo actividad serina proteasa detectable en el antigeno ESA

en la prueba de azocaseina ni en el ensayo de zimograma de caseina.

4.2. Purificacion por cromatografia de afinidad: Se pasaron por las tres columnas de
afinidad. De cada columna se obtuvieron treinta fracciones a las cuales se les realzaron
los analisis bioquimicos. De todas ellas solo se observaron picos de absorbancia (A280 nm)
para proteinas luego de paso y elusidn en la columna de arginina- sefarosa para las
fracciones 21, 22, 23 eluidas con tampdn a pH 5 y en las fraciones 26, 27 y 28 eluidas con

tampon pH 4 (Figura 3).

4.3. Actividad enzimatica en las fracciones purificadas: Las treinta fracciones
obtenidas de la columna arginina — sefarosa, se les determino la actividad proteasica por
el método de azocaseina utiizando un sustrato especifico de caseina 1 mg/ml (Figura 4).
Se utiizo un control de tripsina (10 mg/ml) y un inhibidor especifico el AEBSF. El pool de
las fracciones tuvo una actividad de 22 U/mg con referencia al patrdn tripsina en el ensayo
de azocaseina. Se encontré una inhibicion completa de la actividad en presencia de este
inhibidor especifico AEBSF (Figura 4, A). El ensayo tuvo una correlacidn entre absorbancia
y actividad enzimatica tipo tripsina de mas de 0,99 (Figura 4, B). El zimograma de estas
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fracciones mostrd actividad serina proteasa y la presencia de dos bandas una por encima

y otra por debajo de la banda de albumina que no tiene actividad enzimatica (Figura 5).

4.4. Electroforesis denaturante y no denaturante:. En la electroforesis nativa se
observaron cuatro bandas, pero predominando la de 46 KDa (Figura 6). El mismo pool en

condiciones denaturantes encuentra una sola banda de 46 KDa (Figura 7).

5. DISCUSION.

Este trabajo permiti6 demostrar la presencia de actividad serina proteasa del tipo tripsina
en antigeno total soluble de Toxopksmapero no en el antigeno secretorio excretorio. Esta
misma actividad solo se pudo obtener de nuevo luego de cromatografia de afinidad con
arginina y permitid determinar la presencia de cuatro formas proteicas en lka electroforesis
nativa, predominando la de 46 KDa. Es interesante anotar que en el antigeno total el
zimograma permite observar cuatro bandas con actividad caseinoltica pero que luego de
paso por la columna de arginina solo se encuentran dos; esto a pesar de que en
electroforesis nativa se observan cuatro bandas. De todas maneras la banda que en todos
los ensayos de zimograma sea con antigeno total o con fraccion purificada muestra mayor
intensidad es la de 45 KDa, lo que sugiere que sea esta la responsable de la mayor
actividad serina proteasa del tipo tripsina en 7oxoplasma. Es posible que las otras formas
observadas en lka electroforesis no denaturante del pool de fracciones purificada, sean
forma multimericas de la proteina de 46 KDa. La proteina que se obtuvo en la columna de

arginina fue eluida con tampones acidos (pH 4 y 5).

Las serinas proteasas del tipo tripsina son parte de una famiia de enzimas cuya sttio
activo esta conformado por un residuo de aspargina unido por puentes de hidrogeno a
histidina y a la serina y con residuos vecinos al sitio activo son altamente conservados. Las
serinas proteasas poseen un grupo hidroxio en su stio cataltico que atacan al grupo
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carbonio de las uniones peptidicas para formar un tetrahedro intermedio antes de la
hidrolisis (COOMBS et al, 1997). La actividad serina proteasa podria faciitar el
deslzamiento del parasito al intervenir en la degradacion de la matriz celular o por activar
las integrinas que faciitan la adhesion del taquizoito (COOMBS et al, 1997). Es por elo
que dado el papel de las serinas proteasa en invasidn del parasito, las serinas proteasas
del tipo tripsina podrian ser la sefal que activan las integrinas a las lamininas del parastto.
El no encontrarla en el antigeno secretorio excretorio podria indicar que serian excretadas
solo en el momento de contacto con kB membrana de kb célula hospedera. Se ha
determinado que las proteinas de superficie del parasito o famila SRS a la que pertenecen
la SAG1, SAG2 y SAG3 funcionan como adhesina , un modelo plausible entonces es que
estas y las proteinas MIC funcionarian reconociendo y adhiriendo al parasito y luego de
esto alguna sefal implicaria la secrecion de ka serina proteasa que a su vez permtiria la

fusion de membranas.

Previamente se ha descrito una serina proteasa de 85 KDa en 7oxoplasma que tiene
actividad de subtilsina y actla en procesos de degradacidon intracelular de proteinas del
parasito (MILLER et al. 2001). Dado el tipo de columna utiizada nosotros hemos
purificado una serina proteasa diferente que seria del tipo de tripsina y que tendria papel
en otras funciones del parasito y mas probablemente es aquela que seria inhibida por el
AEBSF bloqueando invasion. Aunque evidentemente no se puede descartar que AEBSF
inhiba también la subtilisina y que el efecto importante del AEBSF observado en cultivo
celular (CONSEIL et al 1998) y en el modelo ratdn de infeccion (BUITRAGO et al 2000) se
deba a que puede inhibir varias serinas proteasas con funciones mutiples en el parasito.
Es por elo que la etapa siguiente es poder obtener un anticuerpo monoclonal para la
serina proteasa del tipo tripsina que hemos obtenido y realzar inmunolocalzacion y
ensayos de inhbicion de invasion en cutivo celular con él. Este también podria utiizarse
para determinar si un gen putativo para serina proteasa del tipo tripsina que hemos

identificado recientemente (Arenas y col, datos no publicados) es quien codifica para esta
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proteina. Ensayos adicionales deberan determinar el substrato o los substratos de esta
serina proteasa tales como integrinas de la membrana de células hospederas y la
secuencia de eventos durante la invasion en las cuales esta implicada.

En conclusidn, este trabajo permitid determinar ka existencia mayoritaria de una serina
proteasa con actividad del tipo tripsina de 46 KDa en Toxopésma gondiiy que el Unico
método para su purificacién fue el paso por columna de arginina sefarosa y que otras
coulumnas como la de benzamidina o bacitracina no fueron eficaces. Su purificacidon
permitird en ensayos futuros determinar exactamente su funcion y potencial como blanco

terapéutico.
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Figura 1. Gel de electroforesis en poliacrilamida en SDS al 30% de antigeno total soluble

(Ag Total) y de antigeno secretorio excretorio (Ag ESA) de Toxoplasma gondii. Los dos
ultimos carriles son los patrones de peso molecular (Patron PM). Tincién con azul de
coomasie al 0,25%
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Figura 2. Zimograma de caseina con antigeno ESA (Ag ESA) y antigeno total soluble (Ag
Total). El ensayo se realiza en gel de poliacrilamida con caseina 1%, incubadas toda la
noche y coloreada con azul Coomasie al 0,1%. Las bandas blancas indican actividad

serina proteasa caseinolitica o sea similar a la actividad de tripsina.
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Figura 3. Picos de absorbancia a 280 nm de las fracciones 26, 27 y 28 luego de pasaje

por la columna de arginina sefarosay eluidas con tampén acetato de sodio a pH 4,0.
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Figura 4. A. Microplaca de la reaccion de azocaseina, la fila A corresponde al control
negativo. Las dos primeras columnas son el patron de tripsina, las siguientes de tripsina
en presencia de AEBSF y luego los pozos con el pool de fracciones obtenidas luego de
paso por la columna de arginina sefarosa y las dos siguientes en presencia de AEBSF
(encerradas en el rectangulo). B. Relacion unidades de actividad tripsina y absorbancia en

el ensayo de azocaseina. El coeficiente de correlacion es de 0,99.
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Figura 5. Zimograma de caseina para las fracciones 26, 27 y 28 obtenidas luego de

pasaje por columna de arginina sefarosa y elusion. La primera columna (sin actividad
caseinolitica) corresponde a albumina bovina de 66 KDa. El calculo del peso utilizando la
formula segun movilidad relativa en el gel, da un peso aproximado de 65 KDa a la primera
banda de actividad caseinolitica de las fracciones y de 46 KDa a la segunda banda.
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Figura 6. Electroforesis nativa (condiciones no denaturantes). El pool de fracciones fue
diluido 1/10 o 1/1000 y comparado con el patron de peso molecular (PM): albumina de
huevo de pollo 45 KDa, albumina de suero bovino 66, dimero de albumina de suero

bovino 132 KDa.
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Figura 7. Electroforesis denaturante del pool de fracciones purificadas luego de paso por
columna de arginina sefarosa comparadas frente a un patrén de peso molecular (PM). El
peso molecualr de la banda fue obtenida luego de digitalizacion de la imagen y aplicacion
del software UN Scan it (Silk Corporation, USA).



