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En el secretoma de la forma promastigote de diferentes especies de Leishmania han sido identificadas enzimas
proteoliticas vinculadas con procesos infectivos, de evasion de la respuesta inmune y sobrevivencia del parasito. Entre
estas enzimas destacan: la metaloproteasa, leishmanolisina, la cisteinproteasa B y una serinproteasa, estando las
actividades de ellas dirigidas a la degradacion de proteinas de la matriz extracelular en el proceso de invasion del
promastigotes. Dada la poca informacién existente sobre las proteasas excretadas por amastigotes, nuestro interés se
centra en profundizar en la identificacion y caracterizacion de proteasas presentes en el secretoma de amastigotes de
Leishmania mexicana, que pudieran estar relacionadas con el desarrollo y el mantenimiento del parésito en el
hospedador vertebrado. Nuestros resultados evidencian la presencia de actividad proteolitica en el secretoma de los
amastigotes axénicos de Leishmania mexicana; observandose una clara diferencia con respecto a la actividad presente en
el secretoma de promastigote de la misma especie. Mediante zimogramas hemos evidenciado en amastigotes 5 bandas
proteoliticas aparentemente ausentes en promastigotes. El estudio de las proteasas identificadas en amastigotes permitira
evaluar su participacion en mecanismos de mantenimiento y supervivencia del amastigote dentro de la vacuola
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fagolisosomal y su utilidad como blancos quimioterapéuticos contra la enfermedad.

Introduccion

La Leishmaniasis constituye una serie de
enfermedades endémicas del continente Americano,
Africa, el este de Europa, Asia central, India y
Australia. Las enfermedades son transmitidas por
vectores hematdfagos (géneros Phlebotomus vy
Lutzomyia), e incluyen una serie de manifestaciones
clinicas que van desde infecciones tegumentarias
leves (Leishmaniasis cutanea y difusa) hasta
manifestaciones mas severas como muco-cutanea y
visceral (21).

Los representantes de este género se alternan
principalmente entre dos estadios morfolégicos. El
promastigote, en el insecto vector y la forma
amastigote, la cual se desarrolla y duplica dentro de
la vacuola fagolisosomal del mamifero hospedador
Q).

La transicion entre ambientes intracelulares y
extracelulares durante el ciclo de vida del parsito
hace evidente la adaptacion de estos a los cambios
de pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes y de
oxigeno (1,25). Algunos componentes celulares de
los parasitos, caracterizados como factores de
virulencia, contribuyen con esta adaptacién y
patogénesis en Leishmania. Permitiéndoles, de esta
manera, invadir y establecer la infeccion en el
huésped mamifero (11). Entre los principales
factores de virulencias caracterizados en Leishmania

destacan: 1. Los glicoinositolfosfolipidos (GIPLS),
los cuales estan involucrados en la sobrevivencia del
parasito dentro del macréfago mediante la inhibicion
de la 6xido nitrico sintetasa y la proteina quinasa C
(16,26). 2. El lipofosfoglicano (LPG), conocido
ligando de macrofagos, involucrado directamente en
las primeras etapas de la infeccidon influyendo sobre
la respuesta inmunolégica temprana del hospedero
(4,10). 3. Los proteofosfoglicanos (PPG),
polipéptidos altamente glicosilados con
O-glicosilaciones similares a las encontradas en el
LPG y en la fosfatasa acida (8). Aunque la funcion
de estos PPG no es del todo clara, se especula que su
larga cadena glicosilada podria desempefiar un papel
clave en la union a los receptores de los macrofagos,
ya que la secrecion de PPG por parte de los paréasitos
dentro de los macréfagos parece contribuir al
mantenimiento de la vacuola fago-parasitaria (15). Y
4. La proteina hidrofébica kinetoplastidica de
membrana (KMP-11), la cual se sabe esta asociada a
los LPG vy presenta propiedades inmunoregulatorias
sobre las células hospederas (9). Aunque los
mecanismos de accion de estos cuatro factores de
virulencia no estdn claramente definidos sobre el
hospedero mamifero, hay evidencia de que estos
modulan las interacciones entre el parésito y las
células inmunitarias del huésped (20).



Proteasas de Leishmania como factores de
virulencia

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis
de los enlaces peptidicos de otras proteinas (17),
también han sido consideradas como importantes
factores de virulencia en una gran variedad de
parasitos patégenos (13). Ademas, se sabe que
cumplen un papel primordial en la adaptacion y
sobrevivencia del parasito durante su ciclo de vida
(12,13). Actualmente el estudio de los genomas de
varias especies de Leishmania han permitido
predecir que aproximadamente el 2% de cada uno de
éstos codifican para enzimas proteoliticas (18). A
pesar de esta importante proporcion, adn se
desconoce el papel biol6gico de muchas de ellas. En
Leishmania, ya han sido identificadas representantes
de las familias de las metalo (19), serin (2,3),
aspartil (23), y cistein proteasas, siendo estas Gltimas
las mas numerosas y mas estudiadas (14,18). Entre
las funciones bioldgicas de las proteasas estudiadas,
cabe destacar su participacion en procesos
involucrados en la infeccion celular, migracion,
sobrevivencia intracelular y en la evasion de la

respuesta inmune (13).

Proteasas excretadas por Leishmania

En Leishmania mexicana se ha evidenciado que el
cambio de temperatura de 35°C a 37°C cuando el
parasito infecta al hospedador vertebrado, induce la
secrecion de una gran cantidad de proteinas (5).
Entre ellas algunas peptidasas pertenecientes a las
familias de las cistein (13), serin (2,3) y metalo
proteasas (19).

Dada la importancia de estas enzimas en procesos
adaptativos y de sobrevivencia en varias especies de
Leishmania (3,6), las proteasas excretadas se
proponen como potenciales candidatas responsables
del mantenimiento del parésito en la célula
hospedera.

Una de las peptidasas excretadas y mas estudiada en
Leishmania es la leihsmanolisina, también conocida
como gp63, MSP y PSP. Esta endoproteasa
perteneciente a la familia M8 comparte
caracteristicas con las metaloproteasas de
mamiferos. Es dependiente de Zn** y es inhibida por
guelantes de iones divalentes como EDTA (24). La
gp63, es la proteina de superficie mas abundante en
promastigotes y se le adjudica un rol central en los
procesos de invasion tanto en las células epiteliales
del vector como en el hospedador vertebrado y
evasion de la respuesta inmunoldgica del
hospedador vertebrado dada su participacion en el
proceso de cambio de las glicoproteinas de
superficie (VSG) (19).

10

Otra peptidasa excretada en Leishmania es la cistein
proteasa B (CP-B) (5). Esta enzima tipo catepsina L,
ha sido vinculada con procesos de virulencia e
invasion celular (14,22). Recientemente, una serin
proteasa ha sido evidenciada y caracterizada en los
productos de excrecion de Leishmania donovani,
asocidndose su actividad nuevamente con los
procesos involucrados en la interaccion
parasito-hospedador (2,3).

Diferentes proteasas han sido identificadas en los
productos de excrecion de varias especies de
Leishmania, sin embargo, la mayoria de éstas han
sido descritas Unicamente en promastigotes.
Conociéndose muy poco sobre proteasas excretadas
por amastigotes, las cuales pudieran estar
involucradas en el mantenimiento del parasito dentro
de la vacuola fagolisosomal. Dada la importancia de
las proteasas en los procesos de interaccion
parasito-hospedador, se hace interesante el estudio
de la identificacién y caracterizacion de la actividad
proteolitica excretada por los amastigotes de
Leishmania. Por tal motivo, nuestro interés esta
dirigido a la estudio de proteasas secretadas por
amastigotes, utilizando como modelo amastigotes
axénicos de diferentes especies de Leishmania.

Actividad proteolitica en amastigotes axénicos de
Leishmania mexicana

Con la finalidad de evidenciar la presencia de
proteasas en el secretoma de amastigotes axénicos
de Leishmania mexicana y evaluar las posibles
diferencias con respecto a promastigotes de la
misma especie, procedimos a determinar la actividad
proteolitica de los productos de excrecidn de dichos
amastigotes bajo distintas condiciones de pH. Para
ello, se indujo la transformacion de promastigotes en
fase estacionaria a amastigotes mediante una
metodologia previamente descrita en nuestro
laboratorio (7). Posteriormente, los parasitos
transformados se colocaron en un medio apropiado
para permitir su excrecion durante 24 h. Pasado el
tiempo, la presencia de actividad proteolitica en el
sobrenadante contentivo de los factores excretados
fue determinada mediante la degradacion de
azocaseina y zimogramas en geles de poliacrilamida
co-polimerizados con  gelatina al 0,1%
evidenciandose dicha actividad mediante la tincion
del gel con azul de Coomassie.

En la Figura 1, se muestra la degradacion de la
azocaseina, mediante la cuantificacion del colorante
azo a 440nM. Se puede observar una maxima
actividad proteolitica a pH 6 en amastigotes,
mientras que en promastigotes se obtiene a pH 7.



Este resultado, aparte de demostrar la presencia de
actividad proteolitica en el secretoma de amastigotes
de Leishmania mexicana, evidencia diferencias en la
actividad proteolitica excretada por ambos
morfotipos del paréasito a los distintos valores de pH
ensayados.
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Figura 1. Actividad proteolitica de factores excretados por
promastigotes y amastigotes axénicos de Leishmania mexicana.
Determinacion de la actividad proteolitica mediante la
degradacion de la azocaseina a pH variable. Medio de reaccién
utilizado: 450ul (100mM buffer acetato/fosfato/Tris, 2mM,
20mg/ml azocaseina, DTE, 0.5mM MgCl,, 0.1mM ZnCl, y
0.1mM CaCl,) + 50ul extracto de excrecion (3ug/pl).

m Producto de excrecion de promastigotes. e Producto de

excrecion de amastigotes.

Por otra parte, mediante la utilizacion de
zimogramas (Figura 2), evidenciamos un patrén
diferencial de digestion a los diferentes pH
investigados y entre los dos morfotipos. Asi, en
amastigotes de Leishmania mexicana se identifican
5 bandas proteoliticas no detectadas en
promastigotes bajo nuestras condiciones de ensayo.
Tales actividades se encuentran sefialadas en la
Figura 2 con flechas y nimeros del 1-5.

Estas bandas exclusivas o preferencialmente
expresadas en amastigotes, merecen particular
atencién pues ellas pudieran estar vinculadas con la
sobrevivencia intracelular del amastigote dentro de
la vacuola fagolisosomal.

En estos momentos nuestros esfuerzos estan
dirigidos a la identificacion de dichas proteasas
mediante técnicas de espectrometria de masa, con el
fin de evaluar sus posibles participaciones en
mecanismos de mantenimiento y supervivencia del

11

parésito. Lo que conduciria a establecer posibles
nuevos blancos quimioterapéuticos que pudieran
permitir el control de las diferentes manifestaciones
clinicas generadas por esta familia de parasitos.
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Figura 2. Actividad proteolitica de factores excretados por
promastigotes y amastigotes axénicos de Leishmania mexicana.
Actividad proteolitica determinada mediante zimogramas en
geles de poliacrilamida al 12% copolimerizada con 0.1% de
gelatina. Las actividades proteoliticas se desarrollaron a pH
variable (5 - 8 pH) en presencia de condiciones favorables para
la actividad de las diferentes familias de proteasas. Las flechas
indican bandas de actividad no detectadas en promastigotes. Los
nimeros del 1-5 indican a las proteasas en un orden
descendiente de masa molecular.
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