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Resumen

Toxoplasma gondii es un coccidio intracelular obligado responsable de una
de las enfermedades parasitarias mas comunes, la toxoplasmosis, que
infecta de manera crénica a cerca de la tercera parte de la poblacion humana
mundial. Uno de los factores de éxito para la enfermedad es la gran
capacidad de diseminacién del parasito que migra a través de los tejidos
hasta alcanzar incluso 6rganos inmunoprivilegiados, como ojo, placenta y
cerebro; sin embargo, a pesar de su importancia, los mecanismos por los
cuales el parasito lleva a cabo el proceso de diseminacién son audn
desconocidos. T. gondii expresa y secreta de forma constitutiva
metaloproteasas detectables por zimografia cuando los parasitos son
aislados de un modelo in vivo. Interesantemente, parasitos mantenidos in
vitro muestran un comportamiento proteolitico diferente, posiblemente como
resultado de que en cultivo celular el parasito no necesita atravesar barreras
biolégicas o defenderse de la respuesta inmune. En la presente tesis,
utilizando parasitos de ambos modelos, se evalué la induccién de la
secrecion de proteasas en taquizoitos de T. gondii como resultado de la
interaccién con diversos factores y moléculas biolégicas y se caracterizaron
algunas de sus propiedades bioquimicas. Dentro de los candidatos
evaluados (matriz extracelular, fibronectina, colagena I, liquido peritoneal de
ratbn, ionomicina, etanol, albumina sérica bovina) se encontré6 que la
interaccién de taquizoitos extracelulares aislados del modelo murino de
toxoplasmosis aguda con albumina sérica bovina resulté en la induccién de
la secrecion de dos proteasas, por un proceso independiente de Ca?*
intracelular. Se caracterizaron las condiciones experimentales para la
deteccion de estas proteasas y su dependencia de Ca?* , asi como su

sensibilidad a quelantes de iones divalentes (EGTA y 1,10 fenantrolina).
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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular coccidia responsible for one of
the most common parasitic diseases, toxoplasmosis, which chronically infects
about one-third of the world human population. One success factor for the
disease is the parasite dissemination through the tissues in order to reach
even immunoprivileged organs such as eye, placenta and brain. Despite their
importance, the mechanisms by which this parasite carries out the
dissemination process are still unknown. T. gondii constitutively expresses
and secretes detectable metalloproteases by zymography when parasites are
isolated from an in vivo model. Interestingly, parasites maintained in vitro
showed a diminished proteolytic behavior, possibly by the fact that in cell
culture the parasites do not need to cross biological barriers or to defend
against the immune response. One aspect not yet studied in Toxoplasma is
the induced secretion of components such as proteases and their role on
pathogenesis. By using parasites from both models (mice and cell culture),
the interaction of biological factors with tachyzoites and their effect as
inducers for protease secretion was evaluated. Among the evaluated
candidates (extracellular matrix, fibronectin, collagen I, mouse peritoneal fluid,
ionomycin, ethanol, bovine serum albumin), we found that the interaction of
BSA with tachyzoites from the murine model, resulted in the induction of
secretion of two proteases through an intracellular Ca?* independent process.
We also identified and characterized the experimental conditions for detection
of these proteases, their dependence on Ca?* and sensitivity to divalent ion
chelators (EGTA and 1, 10 phenanthroline).

XV



1.0 Introduccioén

Toxoplasma gondii es un protozoario parasito intracelular obligado. Es el
agente causal de la parasitosis denominada Toxoplasmosis. Toxoplasma
pertenece al phylum Apicomplexa (Speer et al, 1998) que incluye también a
otros pardsitos patdogenos como Sarcocystis spp., Plasmodium spp.,
Cryptosporidium spp., y Eimeria spp (Francia y Striepen, 2014). Los
primeros en describir al parasito fueron Nicholle y Manceaux (Nicolle y
Manceaux, 1908) en Africa del Norte y Splendore (Splendore, 1908) en

Brasil.

Este paréasito es catalogado como uno de los méas exitosos, ya que infecta a
mas de 3000 especies de mamiferos, aves e incluso animales acuaticos
(Mazzillo et al, 2013; Dubey et al, 2007). En humanos afecta a cerca de la

tercera parte de la poblacién mundial (Jensen et al, 2015; Tenter, 2000).

Entre las patologias que T. gondii ocasiona en pacientes
inmunocomprometidos se encuentran: encefalitis (Luft et al, 1993),
coriorretinitis (Roberts y McLeod, 1999), ceguera y linfadenopatia (Burnett et
al, 1998). En mujeres embarazadas, el parasito alcanza y atraviesa la
placenta alojandose en el feto, pudiendo ocasionar aborto (Desmonts y
Couvreur, 1974) o inducir malformaciones, hidrocefalia, macro o microcefalia

y lesiones oculares (Remintong et al, 1995; Desmonts y Couvreur, 1974).

Una de las caracteristicas mas importantes del parasito es su alta capacidad
de diseminacion, ya que puede alcanzar todos los tejidos del organismo,
atravesando barreras inmunoprivilegiadas como la barrera hematoencefalica
o la placenta (Barragan y Sibley, 2003). A la fecha, el mecanismo exacto
utilizado por el parasito durante este proceso permanece sin dilucidarse. Sin
embargo, existen algunas moléculas como las proteasas, que son utilizadas
por patdogenos con igual capacidad de diseminacion que Toxoplasma (Kim et
al, 2003; Pifia-Vazquez, 2012).



2.0 Generalidades

2.1 Taxonomia

Toxoplasma gondii es la Unica especie del género Toxoplasma, que
pertenece al Phylum Apicomplexa, Clase Esporozoa, subclase Coccidia
(Speer y Dubey, 1998). EI nombre de la especie proviene de Ctenodactilus
gondii, roedor del cual fue aislado por primera vez (Galvan y Mondragén,
2001), mientras que el nombre del género proviene del griego toxon, que
quiere decir arco, haciendo referencia a la forma del parasito y plasma, que

significa vida (Ferguson, 2009).
2.2 Ciclo de vida de T. gondii

El ciclo de vida de T. gondii (Figura 1) se compone de diversos estadios, y se
desarrolla en dos tipos de hospederos: hospederos intermediarios (todos los
mamiferos y animales de sangre caliente, incluido el humano) y hospederos
definitivos (felinos) (Dubey, 1998).

El ciclo comienza cuando un felino ingiere una presa (roedor, aves, etc) que
aloja en sus tejidos al parasito en forma de bradizoito dentro de estructuras
conocidas como quistes tisulares. Ya en el intestino del felino, los quistes se
rompen y liberan a los bradizoitos, que invaden a los enterocitos alojandose
en una vacuola parasitéfora (VP). Una vez realizado esto, los parasitos
proliferan dentro de la VP y se diferencian mediante gametogonia (Dubey et
al, 1970; Frenkel et al, 1970) en macrogametos y microgametos (Dubey,
1998; Ferguson, 2002). Los microgametos son flagelados y altamente
dindmicos, lo que les permite fertilizar a los macrogametos (Ferguson, 2002)
y dar lugar a un ooquiste inmaduro. Los ooquistes inmaduros son excretados
en las heces al ambiente y maduran en pocos dias bajo condiciones de
humedad y temperatura adecuadas, constituyendo una fuente de infeccién

para hospederos intermediarios cuando se encuentran contaminando fuentes



de agua o vegetales (Hutchison, 1965; Dubey y Frenkel, 1976; Muniz y
Mondragén, 2009).

En el caso del humano, se conoce que las vias de infeccidn incluyen la
ingestion de ooquistes esporulados (maduros) en agua Yy hortalizas
contaminados, y la ingestion de quistes tisulares alojados en carne mal
cocida de animales de rastro infectados (Dubey, 1994). Una vez en el
intestino se rompe la capa externa de los ooquistes 0 quistes tisulares por
accion de enzimas digestivas, y se liberan las formas parasitarias contenidas
en ellos (Dubey, 1998). Estos parasitos invaden a las células epiteliales y se
diferencian dentro de la VP en taquizoitos, que tienen la capacidad de
atravesar la barrera intestinal y diseminarse a través de la circulacion
sanguinea para invadir todos los tipos celulares del hospedero (Barragan y
Sibley, 2003).

Ante la presencia del parasito, la respuesta inmune del organismo activa a
linfocitos B con la produccién de anticuerpos especificos que no son
protectores y a de células T, que secretan citocinas como el interferon
gamma (IFN-y). La interaccién del parasito con esta molécula desencadena
el proceso de cistogénesis, que consiste en la diferenciacién de taquizoitos a
bradizoitos y la formacién de un quiste tisular. De esta manera, los parasitos
entran en una etapa de lenta proliferacion y latencia, que les permite
sobrevivir durante un largo periodo de tiempo, siendo ademas resistentes a

la accion de farmacos y células efectoras (Dubey, 1998; Ferguson, 2004).
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (a)En los hospederos
definitivos se lleva a cabo el ciclo de reproduccion sexual de T. gondii,
formando un ooquiste que es liberado al ambiente en las heces. (b) Un
ooquiste inmaduro puede contaminar hortalizas, agua y alimentos. (c) Los
hospederos intermediarios se infectan al ingerir a los ooquistes maduros. Los
esporozoitos invaden el epitelio intestinal y se diferencian en taquizoitos. La
invasion y proliferacion de los taquizoitos genera la fase aguda de la
enfermedad, pudiendo infectar érganos como ojo, cerebro, musculo, entre
otros oOrganos. (d) La toxoplasmosis cronica se genera cuando hay una
activacion del sistema inmune del hospedero con la secrecion de IFNy, el
cual induce la diferenciacion de los parasitos a bradizoitos y la formacion de
un quiste tisular, que le proporciona al parasito proteccion a farmacos y al
sistema inmune. Tomado de Hunter y Sibley, 2012.




2.3 El taquizoito de T. gondii

Toxoplasma gondii presenta tres formas parasitarias infecciosas durante su
ciclo de vida: el bradizoito, que se alberga dentro de quistes tisulares, es la
forma de baja proliferacion; el esporozoito, contenido en ooquistes maduros,
y el taquizoito (Figura 2) que vive y se reproduce al interior de las VP’s, es la
forma mas dinamica e invasiva del parasito (Dubey et al, 1998; GOmez de

Ledn y Mondragoén, 2014).

El taquizoito (Figura 2) es la forma infectiva asexual del parasito, posee una
forma caracteristica de media luna, con el extremo posterior redondeado y un
tamafio de 3 x 7 pM (Kasper, 1989; Otifi, 2012; Gomez de Leo6n y
Mondragon, 2014).

Un taquizoito tiene organelos tipicos de una célula eucariota como son:
ndcleo, mitocondria, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, citoesqueleto,
ademas de organelos caracteristicos como el apicoplasto (plasitidio no
fotosintético, comdn en Apicomplexas), anillos polares, conoide y peliculo
(estructura trimembranal que rodea al parasito) (Dubey et al, 1998).
Finalmente, el taquizoito presenta al menos tres tipos de organelos
secretores, relacionados con el proceso de invasién: micronemos, roptrias y
granulos densos (Black y Boothroyd, 2000; Carruthers, 1999; Kim, 2004;
Leriche y Dubremetz, 1991).



Figura 2. Diagrama de un taquizoito de Toxoplasma gondii. P, membrana
plasmatica; C, conoide; MT, microtubulos; Mn, micronemos; R, roptrias; N,
nucleo; pim, particulas intermembranales; RE, reticulo endoplasmico; Ap,
apicoplasto; GD, granulos densos y M, mitocondria. Figura de R.
Mondragdn. Tomada de Mufiz y Mondragon, 2009.

2.4 Organelos secretores de T. gondii

Una de las caracteristicas mas importantes de un taquizoito de T. gondii es la
distribucion polarizada de sus organelos, dentro de los cuales estan dos
organelos que participan en el proceso de secrecion: las roptrias y los
micronemos (Leriche y Dubremetz, 1991; Carruthers y Sibley, 1997;
Carruthers, 1999; Ho et al, 2002).

Probablemente este tipo de distribucion esté determinada por la intima
relacion que los organelos secretores guardan con el mecanismo de invasion
celular del paréasito. Se sabe que los organelos secretores descargan su
contenido secuencialmente: la exocitosis de los micronemos ocurre cuando
se da la adhesién a la célula hospedero; la secrecién de las roptrias coincide
con la invasion y la secrecion del contenido de los granulos densos tiene un
papel mas activo después de que el parasito ha entrado a la célula
hospedero y se ha alojado al interior de una VP (Carruthers y Sibley, 1997;
Paredes-Santos et al, 2012).



2.4.1 Granulos densos

Son organelos esferoidales electrodensos de aproximadamente 200 nm de

diametro y se encuentran ubicados por todo el cuerpo del parasito.

Los productos de secrecion de los granulos densos incluyen proteinas
denominadas GRA, NTPasas, TgPI (inhibidores de proteasas), cilofilina y
otras enzimas (Cesbron-Delaw, 1994; Mercier et al, 2005). A la fecha, se
han estudiado al menos 40 proteinas GRA (GRA1-GRA40) (Nadipuram et al,
2016).

El contenido de los granulos densos se secreta al interior de la VP durante el
desarrollo intracelular del parasito (Gomez de Ledn y Mondragoén, 2014), y
aproximadamente 20 minutos después de la invasion, y es utilizado para la
formacién de la red vesiculo- tubular intravacuolar cuya funcién es
desconocida (Magno et al, 2005; Leriche y Dubremetz, 1990; Michelin et al,
2009; Sibley et al, 1986).

Se ha propuesto que las proteinas GRA-3,5,7,8,10 y 14 podrian formar parte
de la membrana de la VP, confiriendo cierta proteccién a los parasitos contra
mecanismos intracelulares de defensa (Sibley et al, 1985; Joiner et al, 1990).

Se desconoce qué activa y regula su secrecion al interior de la VP.
2.4.2 Roptrias

Son organelos en forma de saculos alargados con dos aparentes sub-
compartimentos, uno con apariencia alveolada y un delgado ducto insertado
al interior del conoide (Shaw et al, 1998; Gémez de Ledn y Mondragén,
2014).

Dentro de las roptrias se encuentran las proteinas ROM (derivadas del
cuello), ROP (derivadas del bulbo) y lipidos (Besteiro et al, 2008; Leriche y
Dubremetz, 1991; Schwarmatz y Krug, 1989; Osorio et al, 1992; Foussard et
al, 1991; Joiner et al, 1994).



Las proteinas RON son responsables del ensamblaje de la unién movil, una
union transitoria entre las membranas plasmaticas del parasito y de la célula
hospedero y que es esencial en la primera etapa de la invasion activa
(Alexander et al, 2005). Por su parte, las proteinas ROP participan durante el

establecimiento de la infeccién (Bradley y Sibley, 2007).

Se han descrito al menos 18 proteinas ROP (Bradley y Sibley, 2007). Una de
las mas importantes es la proteina ROP1, que se ha propuesto interacciona
con otras moléculas para inducir la actividad estimuladora de la penetracion,
0 que esta proteina podria ser incluso el denominado factor estimulador de la
penetracion (PEF) (Osorio et al, 1992), un factor secretado por él parasito
que tiene la capacidad de producir lisis de las células blanco (Lycke y Norrby,
1966; Nichols y O'connor, 1981; Lycke et al, 1968; Lycke et al, 1975).

En cuanto a los lipidos que forman parte del contenido de las roptrias, se han
identificado colesterol y fosfatidilserina, los cuales podrian intervenir en la

formacion de la VP (Foussard et al, 1991).

Ademas de los componentes ya mencionados, se han estudiado como parte
de las roptrias una serie de proteinas con dominio cinasa de serina y
treonina que parecen tener un rol en la virulencia del parasito (Saeij et al,
2006; Sibley et al, 2009). Se desconocen los factores o moléculas que

inducen su secrecion fisioldgica.
2.4.3 Micronemos

Los micronemos son pequefios organelos con forma ovoide de 30 nm de
diametro. Se ubican en el extremo apical de los taquizoitos y contienen en su
interior proteinas de 3 tipos: MIC1-12, AMA1 y SUB1 (Achbarou et al, 1991;
Sheiner et al, 2010).

Se han descrito al menos 13 proteinas MIC gue incluyen proteinas solubles y
transmembranales (Soldati-Favre et al, 2010). Se ha propuesto que este tipo

de proteinas secretadas al inicio del proceso de invasion intervienen en la
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adhesion y facilitacion de la penetracion del parasito a la célula hospedero
(Jonier y Dubremetz, 1993; Carruthers y Sibley, 1997) y se sabe que el calcio
intracelular, asi como vias de sefalizacion que involucran proteinas de tipo
PKG median el fendbmeno de secrecion de las mismas (Carruthers et al,
1999; Brown et al, 2016).

2.5 Mecanismo de invasion celular de T. gondii

Toxoplasma gondii tiene la capacidad de invadir todas las células del
organismo, tanto células fagociticas (macréfagos, neutrofilos y células
dendriticas) como no fagociticas (epiteliales, de tejido conectivo, muscular,
etc.) (Revisado en: Diaz-Martin y Mondragon, 2014). Para ello, utiliza dos
tipos de mecanismos: la invasion pasiva y la invasion activa (Sibley et al,
1985; Morisaki et al, 1995).

2.5.1 Invasion pasiva

Es el tipo de invasién que el parasito utiliza para células con capacidad

fagocitica.

El proceso tiene lugar en varias etapas: inicia con la adhesion del parasito a
la membrana del fagocito, seguida por la activacibn de sefiales de
transduccion que producen la reorganizacion del citoesqueleto y finalmente
se da la introduccion del parasito a la célula en un fagosoma el cual es
modificado en la composicién de su membrana por componentes secretados
por el parasito transformandolo asi en una VP la cual no es fusogénica con
lisosomas (Sibley et al, 1985; Diaz-Martin y Mondragon, 2014, Galvan y
Mondragén, 2001) protegiéndose asi el parasito de su destruccion por la

digestion enzimatica.

Una vez dentro de la VP, el parasito induce una desregulacion metabolica
sobre la célula hospedera, que le permite replicarse asexualmente por el

proceso conocido como endodiogenia (Galvan y Mondragoén, 2001).



2.5.2 Invasion activa

Toxoplasma gondii utiliza este mecanismo para invadir a células no

fagociticas. Involucra una serie de eventos dinamicos y de secrecion de

diversos componentes. Dura de 3 a 5 segundos y tiene lugar en varias
etapas (Dubremetz, 1998) (Figura 3):

a)

b)

d)

Adhesion, deslizamiento y secrecion de micronemos: las proteinas MIC
son secretadas para funcionar como un sistema de adhesién molecular y
lubricacion para la motilidad por gliding (Sibley, 2010) sobre la superficie
de la célula hospedera (Sharma y Chitnis, 2013). Este es un movimiento
de deslizamiento que involucra giros y torsiones sobre la membrana de la
célula blanco para desplazarse ya que el parasito carece de organelos

motiles como flagelos o0 membrana ondulante.

Extrusion del conoide: el conoide es proyectado sobre la membrana de la
célula hospedera, presionando y desestabilizandola para poder vaciar los
componentes de las roptrias y formar asi una horadacion de menos de 1

um y una unién movil temporal.

Secrecion de las roptrias: después de la formacion de la uniébn mévil se
secreta el contenido de las roptrias y se genera una horadacion en la

membrana de la célula blanco (Mordue et al, 1999).

Internalizacién con formaciéon de una sutura intermembranal: el parasito
se internaliza en menos de 3 segundos por una horadacion en la

membrana mediante un movimiento tipo tornillo.

Alojamiento intracelular en una VP: conforme el taquizoito penetra a la
célula, se forma un proceso endocitico que conduce a la formacién de la
VP, un compartimiento que evita la acidificacion y la fusion con lisosomas
(Sibley, 1993). Una vez ahi, los paréasitos inician la secrecion del
contenido de los granulos densos dando origen a una red vesiculo-tubular

gue envuelve a los parasitos y cuya funcion es desconocida.
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f) Proliferacion por endodiogenia: el proceso de replicacion del parasito
consiste en la formacion interna de dos células hijas a partir del contenido

citoplasmatico comun de la célula madre (Goldman et al, 1958).

g) Exteriorizacion: una vez que la VP se halla saturada, tienen lugar sefiales
bioquimicas desconocidas que activan la motilidad de los parasitos y la

salida de la célula hospedera destruyéndola e invadiendo células vecinas.

Conoid extrusion &

f Adhesion Rhoptries secretion 2 Internalization
1 , '

Figura 3. Mecanismo de invasion activa de Toxoplasma gondii .

(1) Adhesion del paréasito a la membrana de la célula hospedera (secrecion
de proteinas MIC) y deslizamiento mediante un motor de actina-miosina; (2)
eleccion de un sitio blanco, protrusion del conoide sobre la membrana de la
célula hospedera y secrecién de las roptrias, (3) internalizacion mediante
movimiento tipo tornillo, (4) generacién de la VP, secrecion de proteinas
GRA, (5) division por endodiogenia , (6) exteriorizacién e (7) invasion de
células vecinas. Cortesia de R. Mondragon.
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2.6 Diseminacion de T. gondii

Una de las caracteristicas que hacen de T. gondii un parasito exitoso es su
alta capacidad de diseminacion por todo el organismo. Aunque todas las
formas infectivas de T. gondii (esporozoito, taquizoito y bradizoito) tienen
capacidad de invasion celular, el taquizoito es la forma con mayor capacidad
de diseminacion tisular (Mondragon, 2014). Después de la infeccion por via
oral, el parasito invade y atraviesa el epitelio intestinal para alcanzar los
capilares y diseminarse por los tejidos, logrando atravesar barreras
biolégicas importantes (Figura 4), como la placenta y la barrera
hematoencefalica (Barragan y Sibley, 2003), pudiendo causar problemas
congénitos en fetos (Desmonts y Couvreur, 1974), afectaciones neuroldgicas
en individuos inmunocomprometidos (Luft et al., 1993) y dafio ocular en
hospederos sanos (Roberts y McLeod, 1999). En T. gondii el mecanismo
exacto por el cual logra atravesar estas barreras aun se desconoce (Ueno y
Lodoen, 2015).

Aunque el proceso de diseminacion tisular para muchos patégenos es poco
conocido, se ha propuesto podria deberse a la expresion y secrecion de
proteasas, de manera similar a lo que se observa en procesos de migracion

de células cancerigenas (Kim, 2004).
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Figura 4. Diseminacion de T. gondii a través de barreras biologicas.
Toxoplasma gondii atraviesa inicialmente el epitelio intestinal y se disemina a
los tejidos. Atraviesa barreras biologicas como la placenta y la barrera
hematoencefalica para alcanzar sitios inmunolégicamente privilegiados en
donde se observan las patologias mas severas. Tomada de Barragan y
Sibley, 2003.

2.7 Proteasas

Las proteasas, también conocidas como enzimas proteoliticas, proteinasas o
peptidasas son proteinas que catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos
(Sajid y McKerrow, 2001; Erez et al 2009). Forman uno de los mas grandes e
importantes grupos de enzimas (Power et al, 2002). Se encuentran
ampliamente distribuidas en todas las formas de vida, desde virus hasta
vertebrados, y comprenden, con muy pocas variaciones, alrededor del 2% de
todos los genes expresados entre los organismos (Sajid y McKerrow, 2001,
Puente et al, 2005; Rani et al, 2012).
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Estas proteinas estan involucradas en la catéalisis de una amplia variedad de
procesos biolégicos importantes como son: digestién, coagulacion
sanguinea, fertilizacion, diferenciacion celular y crecimiento, sefializacion
celular, respuesta inmune y apoptosis (Power et al, 2002; Rakashanda et al,
2012; Rani et al, 2012).

Las proteasas han sido clasificadas en cuatro grandes grupos con base en
los residuos presentes en el sitio catalitico: aspértico proteasas, cisteina
proteasas, serina proteasas y metaloproteasas (Figura 5) (Barret,1994;
Coombs y Mottran, 1997; Sajid y McKerrow, 2001; Power et al, 2002).

Figura 5. Mecanismo proteolitico de los grupos de proteasas. a: Serina
proteasas; b: Cisteina proteasas; c: Aspartico proteasas; d: Metaloproteasas.
Las flechas rojas indican el movimiento de los pares de electrones, lineas
punteadas azules representan puentes de hidrogeno u otras interacciones
electrostaticas. Tomada de Erez et al, 2009.
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2.7.1 Aspartico proteasas

También conocidas como proteasas acidas debido a que su pH éptimo de
actividad fluctda entre valores 3-4.5 (McKerrow et al, 1993; Rani et al, 2012),
son endopeptidasas formadas por dos I6bulos separados por una hendidura

en donde se encuentra el sitio catalitico (Rakashanda et al, 2012).

Las aspartico proteasas tienen dos residuos de &cido aspértico, muy
conservados entre especies, de los cuales se valen para su actividad
utilizando un mecanismo acido- base, mediante el que una molécula de agua
es activada por la abstraccion de un protén para atacar al carbonilo del
enlace peptidico (Figura 5) (McKerrow et al, 1993; Erez et al.,2009; Rani et
al, 2012).

El inhibidor clasico utilizado en su caracterizacion es la pepstatina A (Barrett,
1994).

2.7.2 Cisteina proteasas

Las cisteina, tiol o sulfhidril proteasas (Figura 5) (Barret, 1994) constituyen un

grupo de alrededor de 20 familias de proteinas (Sajid y McKerrow, 2001).

Son proteasas que forman un enlace covalente enzima-sustrato (Erez et al,
2009) y para su actividad dependen de una diada consistente en una cisteina
y una histidina; el &tomo de azufre de la cisteina actia como nucledfilo y la
histidina como donador de protones (Sajid y McKerrow, 2001; Rani et al,
2012).

El pH al cual estas proteasas tienen actividad Optima se encuentra en el
rango de 5.0-7.0 (McKerrow et al, 1993; Sajid y McKerrow, 2001).

A nivel fisioldgico, las cisteina proteasas median tanto funciones generales
como catabolismo intracelular de proteinas y funciones especializadas entre

las que destacan: la activacion selectiva de moléculas de sefializacion
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(interleucinas, PKC) vy la degradacion de proteinas extracelulares
(Rakashanda et al, 2012).

La actividad de estas proteinas se inhibe con E64 (Barret, 1994).
2.7.3 Serina proteasas

Es el mas grande grupo de proteasas. Todas tienen tres aminoacidos en su
sitio activo: una serina, una histidina y un aspartico, que comprenden la
triada catalitica. Esta familia toma su nombre del residuo de serina, cuyo
grupo hidroxilo esta involucrado en la union y en el ataque nucleofilico al
sustrato (Figura 5) (McKerrow et al, 1993; Erez et al, 2009; Rani et al, 2012).

Las serina proteasas hidrolizan enlaces peptidicos con leucina, tirosina y
fenilalanina (Rani et al, 2012). A menudo existen como zimdgenos y son
activadas por protedlisis especifica (Rakashanda et al, 2012).

El pH 6ptimo de actividad de las serina proteasas varia de 7.0 a 11.0 (Rani et
al, 2012).

Se conoce que las proteasas pertenecientes a este grupo se encuentran
relacionadas con procesos que intervienen en el crecimiento celular y

diferenciacion (Rakashanda et al, 2012).

Para su caracterizacion, la actividad de estas enzimas puede ser inhibida con
PMSF, TPCK o TLCK.

2.7.4 Metaloproteasas

Las metaloproteasas son proteinas que dependen de un ion metalico
divalente que se encuentra en el sitio activo, y que juega un rol clave en la

union al sustrato (Figura 5) (McKerrow et al, 1993; Rani et al, 2012).
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Se pueden distinguir dos familias de metaloproteasas: las ADAM
(metaloproteasas-desintegrinas) y las MMP (metaloproteasas de matriz

extracelular o matrixinas).

La familia de ADAMs comprende proteinas multifuncionales de membrana,
asociadas a neurogénesis, modulacion de la migracion y adhesion de las
células tumorales, activacion de vias sefializadoras y liberacion de factores
de crecimiento unidos a membrana (Cascales y Alvarez-Gomez, 2009), por lo
que regulan indirectamente la proliferacion celular y se implican en procesos

cancerigenos (Mochizuki y Okada, 2007).

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) son una familia de
proteasas neutras que degradan componentes de matriz extracelular.
Contienen zinc y dependen de calcio para su actividad (Visse y Nagase,
2003; Cascales y Alvarez-Gomez, 2009). Se distinguen entre ellas 8 grupos
estructurales: 5 de MMP secretadas y 3 de MT-MMP (asociadas a

membrana) (Cascales y Alvarez-Gémez, 2009).

Las MMP son sintetizadas como zimdgenos inactivos, con un propéptido o
prodominio que contiene un switch de cisteina (Kleiner y Stetler-Stevenson,
1993; Springman et al, 1990), que se activa por protedlisis atendiendo a un

mecanismo de interaccion proteina-proteina (Rosenblum et al, 2007).

En general, las metaloproteasas ocupan un importante rol en el desarrollo, la
regulacion de la homeostasis del medio extracelular y la inmunidad innata
(Moot y Werb, 2004; Sternlicht y Werb, 2001; Cascales y Alvarez-Gémez,
2009). Se sabe que cambios en la expresion de estas proteasas se
relacionan con procesos patoldgicos como como cancer, artritis, asma y

arteroesclerosis (Overall y Kleifeld, 2006; Cascales y Alvarez-Goémez, 2009).

Para su estudio, la actividad de metaloproteasas puede ser inhibida por
guelantes de iones divalentes, como EGTA y 1, 10 fenantrolina (Barret,
1994).

17



2.8 Proteasas en T. gondii

Las proteasas, como ya se ha mencionado en este escrito, se encuentran

ampliamente distribuidas, de manera que se les puede hallar en

practicamente todas las formas de vida, incluyendo protozoarios como

Toxoplasma gondii, modelo en el cual, aunque los estudios al respecto son

aun escasos, se han descrito una serie de proteasas con diferente

localizacion y funcion en el parésito.

a)

b)

d)

TgSUBL: es una proteina de 85 kDa con actividad de serina proteasa
relacionada con los micronemos. Se encuentra anclada a la membrana y
es liberada a la superficie durante el proceso de invasion (Binder et al,
2008). Se sabe involucrada en el proceso de gliding del parasito, asi
como en el procesamiento de proteinas como: MIC4, MIC2 y el complejo
M2AP-MIC1 (Lagal et al, 2010).

TgSUB2: es una serina proteasa que se procesa por autocatélisis a partir
de un precursor de 140 kDa. Se localiza en las roptrias y esta involucrada
en el procesamiento de la proteina ROP1 (Steven et al, 2003).

TgCPB: es una cisteina proteasa de aproximadamente 30 kDa que se
procesa por TgCPL a partir de una proforma de 63 kDa (Dou, 2012). Se
localiza en el Compartimiento Acidico Vacuolar (VAC) del taquizoito.
Aungue anteriomente se atribuia a esta proteasa un papel en la
biogénesis de las roptrias y la maduracion de proteinas ROP (Que et al,
2002), un nuevo estudio ha demostrado que estos procesos se llevan a
cabo de manera independiente a esta enzima (Dou, 2012), por lo que su

funcidén exacta aun permanece sin describirse.

TgCPL: es una proteina de tipo cisteina proteasa de 47 kDa. En ensayos
in vitro se ha observado que su maduracién se da por autoprocesamiento,
(Dou, 2012) sin embargo, el proceso completo in vivo no ha sido

reportado. Esta involucrada en el procesamiento de MIC3 y del complejo
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f)

9)

h)

M2AP-MIC1. Es una de las dos proteasas que se ha reportado se
almacenan en el denominado Compartimiento Acidico Vacuolar (VAC) del
parasito (Parussini et al, 2010; Dou, 2012).

Toxolisina 1: es una metaloproteasa de 182 kDa de peso molecular que
se procesa y almacena en las roptrias. Es secretada durante el proceso
de invasion celular y se ha encontrado presente en la VP (Hajagos et al,
2012). A la fecha, su papel especifico en los procesos llevados a cabo por

el parasito no se conoce.

Toxolisina 4: es una metaloproteasa de la familia M16A. Se calcula tiene
un peso de 256 kDa. Se localiza principalmente en los micronemos, y su
secrecion es dependiente de calcio. Se hipotetiza que podria contribuir a
la degradacion del citoesqueleto de la célula hospedera durante el egreso
de los parasitos, o bien, al procesamiento de proteinas MIC (Zhou et al,
2005; Laliberté y Carruthers, 2011).

ROML1: es una serina proteasa localizada en los micronemos, que es
importante es el proceso de division y crecimiento del parasito (Brossier et
al, 2008).

ROM4: es una serina proteasa de 69 kDa. Se encuentra uniformemente
distribuida en la superficie del parasito. Es importante en la eficiencia de
invasion del parésito, ya que se encarga del procesamiento de adhesinas
(AMA, MIC2, MIC6 y MIC8) de union a la célula hospedera, y con ello
facilita el movimiento de parasito al inicio del proceso de invasién activa
(Shen et al, 2014; Rugarabamu et al, 2015).

ROMb5: esta serina proteasa se encuentra en el extremo posterior del
parasito y tiene un peso molecular aproximadamente de 92 kDa. Junto
con la proteina ROM4, es indispensable para la sobrevivencia del
pardsito. Se sabe involucrada en el procesamiento intramembranal de
proteinas AMA (Opitz et al, 2002; Rugarabamu et al, 2015).
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2.9 Proteasas en protozoarios patdgenos

Las enfermedades por protozoarios patdgenos representan un problema de
salud global. De entre varios factores clave identificados para la virulencia de
los parésitos, uno de los mas estudiados son las proteasas (McKerrow et al,
2006).

2.9.1 Protozoarios extracelulares

En Entamoeba histolytica (Figura 6), agente causal de la amebiasis, se han
identificado diversos factores que contribuyen a la virulencia de las cepas.
Entre ellos, se encuentran las cisteina proteasas y las metaloproteasas
(Reed, 1995; Que y Red, 2000). Se sabe que la mayor actividad proteolitica
intra y extracelular del parasito estd dada por las cisteina proteasas
(McKerrow et al, 1993).

a) EhCP1, EhCP2, EhCP5: se propone contribuyen a la activacion del
ameboporo (Montford et al, 1993), afectan la integridad del epitelio
intestinal e inducen inflamacién patologica (Hellberg et al, 2001; Reed,
1995; Que y Red, 2000; Zhang et al, 2000).

Se ha comprobado ademas que varias cisteina proteasas de esta ameba
degradan componentes de matriz extracelular (Luaces y Barret, 1988; Ocadiz
et al, 2005; Li et al, 1995; Schulte y Scholze, 1989) y que la actividad
colagenolitica estd correlacionada con la virulencia de las cepas (Gadasi y
Kessler, 1983; Mufioz et al, 1984; Reed et al, 1989).

Giardia intestinalis. También conocido como G. lamblia o G. duodenalis, es
el parasito intestinal mas prevalente en todo el mundo y el mayor
contribuyente a enfermedades diarreicas en humanos (McKerrow et al, 1993;
Muller et al, 2005). Se ha observado que los productos de secrecion
presentan actividad colagenolitica (Williams y Coombs, 1995; Coradi y
Guimaraes, 2006) debida principalmente a cisteina proteasas (Figura 6)

(Carvalho et al, 2008), por lo que se sugiere la participacion de éstas en el
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proceso de adhesion a las células epiteliales por este patégeno (Coradi y
Guimaraes, 2006).

Acanthamoeba spp. Es una amiba de vida libre capaz de causar
enfermedades en humanos, principalmente en individuos
inmunocomprometidos (Pifla-Vazquez et al, 2012). Expresa elastasas
(Ferrante y Bates, 1988), SP (Hadas y Mazur, 1993; Serrano-Luna et al.,
2006), CP (Serrano-Luna et al., 2006) y MMP (Khan, et al, 2000; Sissons et
al., 2006). Se ha estudiado una mejoria en la colonizacién debida a
proteasas presentes en los productos de secrecion de la ameba (Mitro el at,
1994). Este parasito tiene ademas muchas proteasas (SP, CP, MMP) que
son capaces de degradar componentes de Matriz Extracelular,
principalmente colagena | y IV, fibronectina, elastina y hemoglobina (Pifa-
Vazquez et al., 2012; He et al, 1990; Mitro et al, 1994; Kong et al, 2000; Na et
al, 2001; Sissons et al, 2006; Kim et al, 2003; Ferreira et al,2009; De Souza
et al, 2011) (Figura 6) y que podrian con ello estar implicadas en la
patogenicidad de la ameba.

Naegleria spp. es el agente causal de la meningoencefalitis amebiana, una
enfermedad fatal en humanos que se inicia con la invasion via la mucosa
nasal (Aldape et al, 1994).

Se sabe que esta ameba expresa y secreta cisteina proteasas que degradan
elastina y colagena (Serrano-Luna et al, 2007), mejoran la colonizacion y

juegan un rol en la patogenicidad (Aldape et al, 1994) (Figura 6).

El estudio de los factores de virulencia en Naegleria continGia siendo escaso.
En la actualidad se ha planteado considerar a las proteasas de este
organismo como posibles blancos farmacologicos (Pifia-Vazquez et al, 2012).

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado responsable de la
tricomoniasis, una de las enfermedades de transmisidon sexual mas comunes

en humanos (Alvarez-Sanchez et al, 2000). Es uno de los protozoarios mas
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ricos en contenido de proteasas en la naturaleza, con al menos 450 genes
que codifican para éstas (Carlton et al, 2007). T. vaginalis constantemente
libera proteasas de los lisosomas al medio extracelular (Alderete et al. 1991;
Bozner et al. 1992; Garber y Lemchuk-Favel, 1994) (Figura 6).

a) CP30: es una cisteina-proteasa de 30 kDa de peso molecular que degrada
colagena IV y fibronectina. Estad involucrada en la adhesion a células

epiteliales (Mendoza-Lopez et al, 2000).

b) TvCP39: es una proteina de 39 kDa de peso molecular que degrada
colagena I, I, IV y V, ademas de fibronectina. Es secretada durante la

invasion activa (Hernandez-Gutiérrez et al, 2004).

c)TvCP65: es una cisteina proteasa localizada en la membrana plasmatica
que degrada colagena IV y fibronectina. Es importante para la citotoxicidad

del protozoario (Alvarez-Sanchez et al, 2000).

Trypanosoma brucei es el protozoario parasito responsable de la
tripanosomiasis africana. Se sabe que secreta proteasas, principalmente de
tipo MMP que degradan fibronectina, coldgena y laminina y le permiten
migrar a través de los tejidos (Huet et al, 1992) (Figura 6). Otras proteasas
juegan un papel en fases agudas de la enfermedad, cuando el parasito es

capaz de atravesar la barrera hematoencefélica.

a) GP63: es una metaloproteasa dependiente de zinc altamente conservada
entre especies que degrada colagena | (Bangs et al, 2001).

b) Brucipaina: induce la activacién de sefializacion dependiente de Ca?* que
permite al parasito cruzar la barrera hematoencefalica. Degrada Colagena
| y elastina (Grab et al, 2009).

c) TbCatB: Es una enzima con actividad cisteina proteasa que degrada

colagena | (Mackey et al, 2004).
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Figura 6. Proteasas de pardsitos extracelulares. CP: cisteina proteasas;
SP: serina proteasas y MMP: metaloproteasas de matriz extracelular.
Tomada de Ramirez-Flores (2015) y modificada de (Pifia-Vazquez et al.,
2012).

2.9.2 Protozoarios intracelulares

Leishmania es un parasito protozoario de macréfagos de vertebrados que
produce lesiones cutaneas y en mucosas (Leishmaniasis). Afecta a
aproximadamente 12 millones de personas en 88 paises diferentes
(McKerrow et al, 2006). Este protozoario cuenta con proteasas a las cuales
se han atribuido importantes funciones en la patogenicidad del mismo (Figura
7). Entre ellas se pueden citar:

b) Leishmanolisina: facilita la unibn a los macrofagos y degrada
componentes de Matiz extracelular (Chen et al, 2000; McGwire et al,
2003; McKerrow et al, 1993; Pifia-Vazquez et al, 2012).

c) CPA, CPB, CPC: tienen un papel en la invasion celular y degradacién de

moléculas de respuesta inmune (Bart et al, 1997; Mottram et al, 1996).

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas se aloja
en el citoplasma de las células hospederas, por lo que las proteasas que
produce (Figura 7) estan en contacto directo con componentes celulares, y
se sugiere que juegan un importante rol en el dafo a tejido cardiaco,

caracteristico de la enfermedad.
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a) Cruzipaina: también conocida como cruzaina o GP57/51. Es una cisteina
proteasa responsable de la mayor parte de la actividad proteolitica de
este protozoario. Tiene funciones diferentes de acuerdo a la etapa de
desarrollo en la que el pardsito se encuentre o dependiendo de la
isoforma (McKerrow et al, 2006). Es capaz de funciones tan diversas
como degradacion de nutrientes, degradacion de colagena y fibronectina
(Murta et al, 1990; Cazzulo et al, 2002), replicacion (McKerrow et al,
1993) hasta mediacién de la invasion por unién a receptores (Scharfstein
et al, 2000; Aparicio et al, 2004).

b) Penetrina (GP63): es una proteina de superficie que promueve la
adhesiébn a componentes de matriz extracelular (heparan sulfato y
coldgena) (Ortega-Barria y Pereira, 1991).

c) POPTCc80: serina proteasa que cataliza la hidrolisis de componentes de

Matriz extracelular (Santana et al, 1997).

Plasmodium falciparum. Este parasito produce la enfermedad llamada
malaria y afecta a cerca de un millén de personas cada afio (OMS, 2005).

Diferentes tipos de proteasas son requeridas por el parasito durante la
invasion y la ruptura de los eritrocitos (McKerrow et al, 1993). Se ha sugerido
que en el primer proceso (invasion) participan serina proteasas, como la
falcipaina 1, falcipaina 2 y PfSUB2 (Greenbahum, 2002), y en la ruptura de
los eritrocitos el papel mas importante seria el de cisteina proteasas, que
junto a las aspartico proteasas (plasmelpsinas 1y 2) cumplen un rol adicional
de hidrdlisis de globina para obtener nutrientes para el parasito (McKerrow et
al, 1993; Mayer et al, 1991; Schrevel et al, 1988; Cooms y Mottran, 1997).

Ademas de las proteasas propias, aparentemente P. falciparum induce la
expresion de otras del hospedero, como se ha observado en pacientes con
malaria severa, que presentan altos niveles de MMP-9 (Prato et al, 2005)
(Figura 7).
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Figura 7. Proteasas de parasitos intracelulares. CP: cisteina proteasas;
SP: serina proteasas y MMP: metaloproteasas de matriz extracelular.
Modificada de Pifia-Vazquez et al., 2012.
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3.0 Antecedentes directos

Los estudios de deteccion de proteasas de secrecion constitutiva o inducida
en T. gondii son muy escasos. En general, los trabajos con proteasas en el
parasito abordan cuestiones de procesamiento intracelular de las mismas, y
en menor frecuencia acerca de su funcién. Por otra parte, los estudios sobre
estimulacion o induccion de la secrecion en T. gondii centran su atencion en
la secrecion de proteinas MIC (Brown et al,2016; Carruthers et al, 1999),

pero no en la secrecion de proteasas.

En 2003, Song y Nam, analizaron mediante zimografia en geles
copolimerizados con gelatina muestras de ET y productos de E/S de
taquizoitos en busca de caracterizar las proteasas ahi presentes, y
reportaron tres proteasas de 42, 70 y 80 KDa presentes en los productos de
E/S; sin embargo, no encontraron actividad proteolitica en los ET (Figura 8).
Acerca de la proteasa de 80 kDa, reportaron que su actividad es dependiente
de Ca?'y de pH neutro; que se inhibe con EGTA, EDTA y 1,10 fenantrolina,

por lo que pertenece al grupo de MP.

(kDa)
«80
<70

“42

ET PE/S

Figura 8. Perfil proteolitico de ET y productos de E/S de taquizoitos
aislados de raton (Song y Nam, 2003).
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En nuestro laboratorio, la M. en C. Tais Nopal Guerrero como parte de su
proyecto de maestria, analiz6 el papel de proteasas en el proceso de
invasion a células HEp-2, esto utilizando diferentes inhibidores, como son
EGTA, PMSF, TPCK, TLCK, CBZ-LEU-VAL-GLI-Diazometicetona. Con base
en sus resultados, tras observar bloqueos evidentes en la invasion celular
cuando se daba el tratamiento con inhibidores de proteasas, sugirio que
proteasas de diferentes grupos estan involucradas en el proceso (Nopal-
Guerrero, 2003) (Figura 9).
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Figura 9. Invasion celular por taquizoitos pre-tratados con inhibidores
de proteasas. Los taquizoitos purificados se incubaron con los inhibidores
de proteasas a 37 °C y 5% de CO:2 durante 40 min previos al ensayo de
invasion. Los controles negativos fueron los solventes: metanol al 0.30%,
isopropanol al 0.13% y DMSO al 0.21% (utilizados en la preparacion de los
diferentes inhibidores). Se contaron un total de 200 células para cada
condicion y por triplicado (p<0.01). Tomado de Nopal-Guerrero (2003).

Dentro del mismo trabajo, se realizaron ademas ensayos zimograficos con
ET de taquizoitos aislados de modelo murino en geles de poliacrilamida co-
polimerizados con colagena I/1ll, encontrando, en presencia de Ca?* y Zn?*,
actividad proteolitica de cuatro bandas, sugiriendo que la degradacion era

debida a proteinas de tipo MP (Nopal-Guerrero, 2003). Con ello, se evidencio
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por primera vez en el laboratorio la presencia de proteasas en extractos
totales de taquizoitos de T. gondii de la cepa RH detectables mediante
zimografia (Figura 10), resultado que contrasta con lo reportado por Song y
Nam (2003), esto debido probablemente a las diferencias tanto de sustrato
utilizado para copolimerizar los geles, como de procesamiento de los

mismaos.

PM ET raton

+—— 247 kDa
218kDa

— 166KB3

Figura 10. Zimograma en colagena I/lll. Actividad proteolitica de extractos
totales de T. gondii en presencia de CaCl. 1mM. PM: peso molecular, ET:
Extracto total de taquizoitos de la cepa RH aislados de ratén. Tomada de
Nopal-Guerrero, 2003.

En 2015, también en nuestro laboratorio, el M.C. Carlos Jorge Ramirez
Flores analiz6 muestras de ET de taquizoitos de T. gondii de la cepa RH
(altamente virulenta) aislados del modelo murino mediante ensayos
zimograficos bajo diferentes condiciones. Reportd entonces las condiciones
Optimas para detectar en geles de poliacrilamida copolimerizados con
gelatina, al menos 9 proteasas presentes en ET con pesos de entre 50 y 290
KDa, todas sensibles a quelantes de iones divalentes como EGTA y 1, 10
fenantrolina, por lo cual indic6 que se trata de metaloproteasas.
Adicionalmente, detect6é al menos 5 proteasas en los productos de E/S,
también sensibles a EGTA y 1, 10 fenantrolina (Ramirez-Flores, 2015)
(Figura 11).
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Figura 11. Perfil proteolitico de extractos totales y productos de
secrecion de Toxoplasma gondii (RH). La actividad proteolitica de ET
10x10® vy los productos de E/S de 20x10° taquizoitos aislados de ratén se
evalu6 en condiciones 6ptimas. Gel acrilamida al 7.5% copolimerizado con
gelatina 0.1%. PM: peso molecular. ET: extractos totales. E/S: productos de
excrecion-secrecion. Tomado de Ramirez-Flores, 2015.

Posteriormente, analiz6 mediante zimografia y bajo las condiciones éptimas
encontradas, muestras de ET y productos de E/S de taquizoitos de la cepa
RH aislados de cultivo celular , y encontré una disminucién en la actividad de
todas las proteasas presentes en los parasitos aislados del modelo murino,
misma que se recupero totalmente al reingresar a los parasitos al modelo in
vivo (Figura 12). Ramirez-Flores propuso que la expresion diferencial de
estas proteasas era debida a una adaptacion del parasito al cultivo celular en
donde se carece de moléculas como componentes de matriz extracelular,
factores del complemento y respuesta inmune, por lo que el parasito pierde
la capacidad de expresar las proteasas que en ratdbn expresa

abundantemente.
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Figura 12. Retorno de la expresion de proteasas en taquizoitos aislados
de cultivo celular y reingresados a ratén. (a) Control de actividad
proteolitica de extractos totales de 10 x 10° taquizoitos aislados de ratén; (b)
extracto total de taquizoitos pertenecientes al 5to pase, misma muestra que
se inocul6 en raton y (c) extractos totales de 10 x 10% taquizoitos
reingresados a ratén. Gel de poliacrilamida al 7.5% copolimerizado con
gelatina 0.1%. Tomado de Ramirez-Flores, 2015.
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4.0 Justificacion

Toxoplasma gondii posee una gran capacidad de diseminacion tisular,
incluso  hacia  6rganos  importantes  protegidos por  barreras
inmunoprivilegiadas. Sin embargo, el mecanismo que el parasito utiliza en su

proceso de migracion no se conoce por completo.

Recientemente se ha descrito la expresion y secrecion de proteasas por la
forma infectiva del parasito mantenida en un modelo murino, que no se
presentan en el modelo mantenido en cultivo. Moléculas fisiologicas
presentes en el hospedero, pero no en cultivo celular podrian entonces
funcionar como activadores de la expresion y secrecion de estas proteasas.
En los resultados previos descritos, las proteasas detectadas vy
caracterizadas corresponden a proteasas con expresion constitutiva ya que
aun en soluciéon salina, el parasito las secreta constantemente sin una

aparente activacion previa.

No obstante se han descrito a las proteasas TgSUB1, a la toxolisina 1y a la
toxolisina 4, todas ellas secretadas a partir de organelos secretores durante
la invasion, se desconoce a la fecha las moléculas o condiciones que
inducen su secrecidn o incluso si existen otras proteasas que también son

secretadas por condiciones fisiologicas particulares.

Por lo anterior, la descripcion del factor o factores que inducen la expresion y
secrecion de proteasas en Toxoplasma gondii permitiria definir bases de

estudio del proceso de invasion celular y de la diseminacion tisular.
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5.0 Hipotesis

Ciertas moléculas fisiolégicas o componentes presentes en el hospedero
(componentes de matriz extracelular, componentes de plasma, moléculas de
respuesta inmune, etc.) podrian actuar como un sistema de activacion para
la sintesis y secrecién de enzimas con actividad proteolitica en el parasito
Toxoplasma gondii, a fin de permitir la invasion celular y facilitar la migracion

y diseminacion tisular de los parasitos.

6.0 Objetivos

6.1 Objetivo general

Identificar moléculas y componentes fisioldgicos del hospedero que induzcan
la secrecidn/activacion de proteasas de Toxoplasma gondii y caracterizar las
propiedades bioquimicas de las proteasas inducidas/activadas.

6.2 Objetivos especificos

1. Corroborar la presencia de proteasas en extractos totales de taquizoitos

aislados de ratdén y su ausencia en taquizoitos aislados de cultivo celular.

2. Evaluar el efecto de la interaccion de componentes del hospedero en la

secrecion/activacion de proteasas de taquizoitos de T. gondii.

3. ldentificar y caracterizar la(s) proteasa(s) secretadas por taquizoitos como

resultado de la interaccion con los componentes biolégicos evaluados.

4. Caracterizar las posibles vias de sefalamiento involucradas en la
secrecion de proteasas por taquizoitos de T. gondii inducida por la

interaccidon con las moléculas inductoras seleccionadas.
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7.0 Métodos

7.1 Animales

Los ratones hembras de la cepa BALB/c utilizados para mantener al parasito
se mantuvieron bajo condiciones ambientales reguladas de temperatura,
humedad y aire filtrado. Los animales fueron proporcionados por la Unidad
de Produccién Experimental de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV-IPN unidad Zacatenco. Los animales se mantuvieron de
acuerdo con lo indicado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999

para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.
7.2 Mantenimiento de parasitos de T. gondii cepa RH en cultivo celular

Para mantener la cepa RH de T. gondii en cultivo celular, se infectaron
monocapas sub-confluentes de células HEp-2 en MEM suplementado con
SFB al 8%, penicilina 20 U.l./ml y estreptomicina 20 pg/ml y fueron
mantenidas a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2. Los parasitos se
cosecharon del sobrenadante del cultivo celular en MEM sin suero. La
suspensién rica en parasitos se purific6 mediante varios ciclos de
centrifugaciones a baja velocidad a 1700 rpm y mediante resuspension de la
pastilla de parasitos en MEM estéril sin suero. También se filtraron a través
de filtros de policarbonato de 5 um de didmetro. Para mantener la cepa, se

re-infectaron nuevas botellas sub-confluentes de células HEp-2.
7.3 Mantenimiento de parésitos de T. gondii cepa RH en modelo murino

Los parasitos se mantuvieron mediante inoculaciones intraperitoneales en
ratones hembra de la cepa BALB/c, como se reportd previamente
(Mondragoén y Frixione, 1996). Tres o cuatro dias post-inoculacion los ratones
infectados son sacrificados por dislocacion cervical, y se realizan exudados
intraperitoneales con PBS estéril (NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 8.1

mM, KH2POs4 1.1 mM, pH 7.2) para obtener una suspension rica en
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taquizoitos, misma que se purifica mediante lavados a 1700 rpm/10 min y
una posterior resuspension del boton celular en PBS estéril. Los parasitos se
someten ademas a una purificacién adicional haciéndolos pasar por filtros de
policarbonato de 5 pM de diametro que permite eliminar macrofagos y
contaminantes celulares. Se inocularon 2 ratones sanos para el

mantenimiento de la cepa.

Durante el manejo de taquizoitos se siguieron las medidas de bioseguridad
para el manejo de patdégenos de tipo Il ("Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories”, 2009).

7.4 Determinacién de viabilidad celular por exclusion con azul de

tripano

Para determinar el porcentaje de viabilidad de los taquizoitos tras el periodo
de secrecion, se utilizé azul de tripano 10% y se contabiliz6 en camara de

Neubauer el nUmero de parasitos que incorporaron o no el colorante.
7.5 Preparacién de extractos totales de taquizoitos

El botén celular resultante de la centrifugacion tras el periodo de secrecién
de los parasitos (20 x 10° parasitos) fue resuspendido en amortiguador para
Zimografia (Tris-HCI 125 mM, SDS 4%, Glicerol 20% y 0.002% de Azul de
bromofenol, pH 6.8) en ausencia de inhibidores de proteasas y agentes
reductores. Las muestras fueron sonicadas en hielo a 40 Hz (Procesador
Ultrasonico GE 130PB Cole-Parmer) 4 veces durante 15 s en lapsos

separados por 1 min.

7.6 Estimulacion de taquizoitos con las moléculas elegidas como

factores de induccion

Los taquizoitos, aislados de cultivo celular o de raton, y purificados fueron
contados en camara de Neubauer y se ajustaron alicuotas de 20 x 10°

parasitos que fueron colocadas en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml y
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resuspendidas en 100 ul de DMEM sin suero, conteniendo la concentracion
elegida del factor a probar (Los factores elegidos, asi como las
concentraciones utilizadas de cada uno se enlistan en la Tabla 1). La
suspension de parasitos fue incubada durante 4 h a 37 °C sin agitacion, que
es el tiempo maximo en el cual la viabilidad del parasito no esta
comprometida. Una suspension de parasitos igual tratadas, pero sin entrar
en contacto con el factor a evaluarse fue utilizado como control negativo.
Después de la incubacion, se realizaron 3 ciclos de centrifugaciones suaves
(1700rpm/10min/TA) para asegurar la separacion de los parasitos. El
sobrenadante recuperado (productos de secrecion inducida) se precipitd
mediante la técnica de metanol-cloroformo. La proteina obtenida se
resuspendid en amortiguador para Zimografia (Tris-HCl 125 mM, SDS 4%,
Glicerol 20% y 0.002% de Azul de bromofenol, pH 6.8).

Cuando los ensayos fueron realizados con parasitos provenientes de cultivo
celular, ademas de realizar lo anterior, se prepararon muestras de taquizoitos
a los cuales se permitio tras la estimulacion durante 4 con el factor elegido,
invadir botellas subconfluentes de células HEp-2. 72 h después, se
recuperaron los taquizoitos externalizados y se realizd el correspondiente

zimograma de ET y productos de E/S.
7.7 Induccién de la secrecidon de proteasas por interaccién con BSA

Se eligié BSA como un posible inductor de la secrecion debido a que existen
por una parte, un referente en Trichoderma viride, que se sabe secreta
metaloproteasas en respuesta a estimulaciones con BSA (Simkovic et al,
2008). Ademas de ello, recientemente se ha descrito que en T. gondii se
promueve también la secrecion de proteinas MIC tras incubaciones de los

taquizoitos con BSA (Brown et al, 2016).

Por lo anterior, la induccién de la secrecidn se realiz6 como a continuacion
se describe: los taquizoitos purificados fueron contados en camara de

Neubauer y se ajustaron alicuotas de 20 x 10® parasitos que fueron
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colocadas en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml y resuspendidas en
Albumina Sérica Bovina a diferentes concentraciones en el rango de 0.05 a
3% en medio DMEM sin suero. La suspension de parasitos fue incubada a
37°C por 30 min a fin de minimizar cualquier efecto que comprometiera la
viabilidad de los parasitos, posterior a ello. Posteriomente, se retird el
inductor (Albumina Sérica Bovina) mediante lavados de los parasitos por
centrifugaciones suaves (1700 rpm/ 10min/TA) con PBS estéril. Se volvio a
resuspender a los taquizoitos en medio DMEM sin suero en ausencia de la
BSA y se les mantuvo durante 2 h a 37°C. Un bloque de suspensiones de
pardsitos igual tratadas, pero sin contacto con el inductor fue utilizado como
control. El volumen de incubacion fue de 100 pul. Para las incubaciones de 4
h, no se lavaron los parésitos. Después de terminada la correspondiente
incubacion, se realizaron 3 ciclos de centrifugaciones suaves
(1700rpm/10min/TA) para asegurar la separacion de los parasitos. El
sobrenadante recuperado (productos de secrecidon inducida) se precipitd
mediante la técnica de metanol-cloroformo. La proteina obtenida se
resuspendiéo en amortiguador para Zimografia (Tris-HCI 125 mM, SDS 4%,
Glicerol 20% y 0.002% de Azul de bromofenol, pH 6.8).

7.8 Precipitacion de proteinas por la técnica de metanol-cloroformo

La precipitacion se llevé a cabo en tubos Eppendorf de 1.5 ml, afiadiendo a
la muestra metanol, cloroformo y agua, en una proporcion 1:4:1:3. Después
de adicionar cualquiera de los componentes, los tubos se vortexearon, y se
centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4°C. Se descarto la primera fase
resultante y se agregaron 3 partes de metanol. Se llevaron los tubos a una
segunda centrifugacion en iguales condiciones. Se descartd el sobrenadante
y la proteina precipitada se resuspendié en el amortiguador correspondiente
de acuerdo al experimento a realizar (Friedman y Lilley, 2009; Wessel y
Fliigge,1984).
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7.9 Zimografia 1D

Los ensayos de zimografia se realizaron como previamente se reportd
(Heussen y Dowdle, 1980), con algunas modificaciones (Ramirez-Flores,
2015). Para ello, las proteinas obtenidas en los ensayos correspondientes
(extractos totales y productos de secrecion inducida) fueron separadas
electroforéticamente en geles de poliacrilamida 7.5% co-polimerizados o0 no
con gelatina de piel porcina Tipo A, caseina o Albumina Sérica Bovina (BSA)
0.1% como sustratos. La electroforesis se inicié a 80V y una vez la muestra
se encontraba en la fraccion de gel separador, el voltaje se incrementd a

120V hasta que el frente de corrida salié del gel.

Concluida la electroforesis, los geles se lavaron en amortiguador con Triton
X-100 2.5%, a diferentes pH (Acetato de Sodio 10 mM, pH 3.5; Tris-HCI 10
mM, pH 5.5; Tris-HClI 100 mM, pH 7.5 o Tris-HCI 50 mM, pH 8.0).
Posteriormente se activaron los geles en los mismos amortiguadores sin
Tritbn X-100 en presencia 0 no de Cofactores (CaClz, ZnClz, MgClz2) y
agentes reductores (DTT y B-mercaptoetanol) a 37°C durante 24 h. Al

terminar la incubacion los geles se tifieron con azul de Coomassie.
7.10 Inhibicion de proteasas en Zimografia

Para determinar el tipo de proteasas mediante la utilizacion de inhibidores
para las principales familias, se realizé la separacion electroforética antes
descrita y se afiadié al amortiguador de activaciéon el inhibidor de proteasas
correspondiente (Nogueira de Melo et al, 2010). Las concentraciones
utilizadas se basaron en reportes anteriores (Alvarez-Sanchez et al, 2000;
Coradi y Guimaraes, 2006; Song y Nam, 2003; Vyas et al, 2014) , o bien, en
la hoja técnica de cada producto, y fueron las siguientes: 1 y 5 mM para
inhibidores de metaloproteasas (EGTA y 1,10 fenantrolina) y de serina
proteasas (PMSF, TPCK, TLCK). Para los inhibidores de cisteina proteasas
(E64) y aspartico proteasas (Pesptatina A) se utilizé 1y 5 uM.
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7.11 Evaluacion del papel de Ca?* intracelular en la secrecién inducida

de proteasas

Los taquizoitos aislados y purificados de ratones infectados fueron contados
en camara de Neubauer y se ajustaron alicuotas de 20 x106 parasitos que
fueron colocadas en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml y resuspendidas en:
a) solucion salina libre de Ca?*, b) solucién de Ca?* 1 mM, c) solucién de
BAPTA-AM a cualquiera de las siguientes concentraciones: 25, 50, 100, 200
HUM. La suspension de parasitos fue incubada a 37°C durante 1 h. Al finalizar
se sometieron a un ciclo de revolucion suave (1700 rpm/ 10 min) y se retir6 el
sobrenadante. Se resuspendid el boton de taquizoitos en BSA al 3% para un
tubo disuelta en a) solucién salina libre de Ca?* y para otro b) solucién de
Ca?* 1 mM, esto para cada concentracion de BAPTA-AM utilizada. Los tubos
fueron incubados 2 h a 37°C. Tras la incubacion, se realizaron 3 ciclos de
centrifugaciones suaves (1700rpm/10min/TA) para asegurar la separacion de
los parasitos. El sobrenadante recuperado (productos de secrecion inducida)
se precipité mediante la técnica de metanol-cloroformo. La proteina obtenida
se resuspendié en amortiguador para Zimografia (Tris-HCI 125 mM, SDS 4%,
Glicerol 20% y 0.002% de Azul de bromofenol, pH 6.8).

7.12 Efecto de inhibidores de PKC y PP2C en la secrecion de proteasas

Los taquizoitos aislados y purificados de ratones infectados fueron contados
en camara de Neubauer y se ajustaron alicuotas de 20 x10°® parasitos que
fueron colocadas en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml y resuspendidas en:
a) solucion salina libre de Ca?* 6 en b) solucion del inhibidor a evaluar. La
suspension de parasitos fue incubada a 37°C durante 1 h. Al finalizar se
sometieron a un ciclo de revolucion suave (1700 rpm/ 10 min) y se retir0 el
sobrenadante. Se resuspendié el botdn de taquizoitos en BSA al 3% disuelta
en PBS y en presencia del correspondiente inhibidor. Los tubos fueron
incubados 30 min a 37°C. Pasado este tiempo, los parasitos fueron lavados
una vez con PBS en presencia del inhibidor correspondiente. Tras el lavado,
se resuspendieron los parasitos en PBS con inhibidor y se les permitio
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secretar durante 2 h a 37°C. El volumen de incubacion para todos los casos
fue de 100 pl. Terminado el periodo de secrecidn, se recuperaron los
productos de secrecién inducida realizando 3 ciclos de centrifugaciones
suaves (1700rpm/10min/TA) para asegurar la separacion de los parasitos. El
sobrenadante recuperado (productos de secrecion inducida) se precipito
mediante la técnica de metanol-cloroformo. La proteina obtenida se
resuspendiéo en amortiguador para Zimografia (Tris-HCI 125 mM, SDS 4%,
Glicerol 20% y 0.002% de Azul de bromofenol, pH 6.8).

7.13 Analisis de los productos de secrecion inducida mediante

Electroforesis 2D (Isoelectroenfoque)

El procedimiento se siguid de acuerdo a lo reportado por (O'Farrell, 1975). Se
obtuvieron productos de secrecion inducida de taquizoitos tratados con BSA
y como control, productos de excrecidn-secrecion de taquizoitos no tratados
como se describe en el apartado 7.7. La proteina fue precipitada y
resuspendida en amortiguador de lisis para electroforesis 2-D (Urea 7 M,
Tiourea 2 M, Chaps al 4%, DTT 60 mM, amortiguador de anfolinas pH 3-10 al
2% -para tiras lineales de 7cm-); la proteina se precipitd con acetona a -20
°C durante al menos una noche. La muestra se centrifugé a 13,200 rpm
durante 15 min a 4 °C, la pastilla se resuspendié en acetona fria, se dejo
reposando a -20 °C por 5 min y se repiti6 el proceso de lavado y
centrifugacion por al menos cinco veces, se realizdé una ultima precipitacion
por el método de metanol-cloroformo, la proteina se resuspendido en
amortiguador de lisis para electroforesis 2-D y se realiz6 la cuantificacion de
proteina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). El volumen
correspondiente a 120 ug de proteina se llevé a un volumen de 125 pul con
amortiguador de rehidratacion (Urea 7 M, Tiourea 2 M, Chaps al 4% y Azul
de bromofenol). La muestra se colocé en la placa de corrida y sobre tiras con
anfolinas embebidas con rango de pH de 3-10, posteriormente se cubrieron
con con aceite mineral y se inicio la corrida de IEF. La corrida consistio en 12

h de rehidratacién pasiva a 20 °C, por pasos de 50V/20 min, 70V/20 min,
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250V/20 min, 4,000V/2 h, 10,000V/h (IEF Cell Protean BioRad, Hercules, CA,
USA). Una vez terminado el IFE, las tiras se incubaron en amortiguador de
equilibrio con 1% DTT (Urea 6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8.8, Glicerol al 30%,
SDS al 2%, DTT al 1% y Azul de bromofenol) durante 15 min.
Posteriormente, se le retird el amortiguador de equilibrio con DTT y se le
colocé amortiguador de equilibrio con IAA al 2.5% (Urea 6 M, Tris-HCI 50 mM
pH 8.8, Glicerol al 30%, SDS al 2%, IAA al 2.5% y Azul de bromofenol)
durante 20 min; la tira se lavd con agua MiliQ estéril y se coloco6 en un gel de
poliacrilamida al 10% y se separ6 electroforéticamente la segunda dimension

durante 80 min a 120V en frio.
7.14 Tincion con azul de Coomassie

Los geles fueron tefiidos con solucion de azul de Coomassie (Azul de
Coomassie R-250 13%, metanol 50%, acido acético 10%) durante toda la
noche a 4°C en agitacion, y posteriormente se decoloraron con solucion
decolorante (para geles de acrilamida: metanol 50%, acido acético 10%, y
para zimogramas: metanol 10%, acido acético 10%). La actividad fue

detectada como bandas blancas sobre un fondo azul.
7.15 Tincidn con nitrato de plata

Se colocaron los geles en un recipiente de vidrio y se lavaron con agua MQ
por 10 min en agitacion. Se colocé el gel en solucién fijadora (metanol 40% vy
50 pL de formaldehido al 37%) durante 10 min en agitacién. Se lavd dos
veces con agua MQ por 5 min y se agregdé una solucién de tiosulfato de
sodio (0.2 g/ml) durante 1 min en agitacion. Se lavo dos veces con agua MQ
durante 20 s. Se adiciond una solucién de nitrato de plata 0.1% y se incubd
en agitacion durante 10 min. Se adiciond la solucion reveladora (carbonato
de sodio 3%, tiosulfato de sodio 0.0004% y 50 pl de formaldehido al 37%) en
agitaciéon hasta observar las bandas. La reaccion de detuvo adicionando

acido citrico 2.3M, en agitacion durante 10 min.
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8.0 Resultados

Los resultados se presentan de manera secuencial de acuerdo a los
objetivos planteados para el presente trabajo. Los pesos moleculares
indicados para las proteasas inducidas fueron determinados mediante
analisis con el programa Image™ Lab Software Versién 4.1 (BioRad,
Hercules, CA, USA). Todos los resultados se repitieron al menos tres veces,

obteniendo perfiles proteoliticos idénticos.

8.1 Corroboracion de la presencia/ausencia de proteasas en extractos
totales de taquizoitos aislados de ratén y de cultivo celular mediante

zimografia en gelatina.

Con la finalidad de reproducir los resultados obtenidos previamente en el
laboratorio se realizaron zimografias para observar el perfil proteolitico de ET
de taquizoitos aislados de raton. Se obtuvo un patrén proteolitico idéntico al
previamente reportado por Ramirez-Flores en su tesis de maestria,
consistente en al menos 7 proteasas de pesos moleculares de entre 50 y 290
KDa (Figura 13).
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Figura 13. Perfil proteolitico de ET de taquizoitos de Toxoplasma gondii
(RH) aislados de raton y de cultivo celular. Se evalué la actividad
proteolitica de ET 10 x 10° taquizoitos aislados de ratén 6 de cultivo celular.
El gel se lavé e incubd por 24 h a 37°C a pH 7.5. Se uso Tripsina 50 ng como
control positivo. Gel de poliacrilamida 7.5% copolimerizado con gelatina
0.1%. ET: extracto total.

Posteriormente, fueron analizados los ET de taquizoitos aislados de cultivo
celular bajo las mismas condiciones. El zimograma muestra total ausencia de
actividad proteolitica, resultado también concordante con lo descrito por

Ramirez-Flores (Figura 13).

Una vez reproducido el antecedente al presente trabajo, se inicié con la fase
de induccién de la secrecion de proteasas.

8.2 Induccidn de la secrecion de proteasas en taquizoitos obtenidos de

cultivo celular

Con el objetivo de observar si la interaccion con algin componente del
hospedero (ausente en cultivo celular) propiciaba la expresion o secrecion de
cualquiera de las proteasas ya observadas en los taquizoitos extraidos del
modelo murino o de proteasas nuevas no detectadas previamente, se

evaluaron taquizoitos de cultivo celular en los experimentos de induccion.
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Para ello utilizamos de forma paralela dos estrategias de trabajo: 1) Se
realizaron incubaciones de taquizoitos a 37°C durante 4 h con la molécula
inductora en cuestion y posteriormente se recuperaron los productos de
secrecion y los ET para procesarse para zimografia. 2) Se realizaron
incubaciones a 37°C durante 4 h con la molécula inductora y posteriormente
se invadieron células HEp-2 con los parasitos tratados. Se permitié que los
taquizoitos proliferaran durante 72 h y se realizé entonces el correspondiente
zimograma para ET y productos de secrecion.

En cuanto a los posibles inductores, se probaron diferentes moléculas a
varias concentraciones (Tabla 1), en primer lugar, y sabiendo que al ingresar
a un organismo, es la matriz extracelular uno de las primeras barreras a
superar por cualquier patdgeno, utilizamos ECM gel, una mezcla que
contiene componentes de lamina basal y matriz extracelular (colagena IV,
entactina, proteoglicanos, laminina, fibronectina, entre otros), y no logramos
inducir la expresiéon ni la secrecion de proteasas por los taquizoitos.
Posteriormente, teniendo en cuenta que algunas moléculas se encontraban
en muy bajas concentraciones en el ECM gel, y que probablemente en el
organismo el parasito se enfrenta a otro tipo de concentraciones de las
mismas, decidimos utilizar como moléculas Unicas los componentes de
matriz extracelular Fibronectina y Colagena I. Ademas de lo anterior, y
considerando que pudiera haber una respuesta mas bien a un conjunto de
componentes fisiolégicos que desencadenada la secrecién de proteasas,
utilizamos exudado peritoneal de ratones sanos, buscando ofrecer a los
parasitos un medio de interaccién lo méas similar al fisiol6gico. Tampoco
observamos actividad proteolitica en los zimogramas realizados. En T. gondii
se ha descrito que el uso de herramientas metodol6gicas como son:
ionéforos para Ca?* (Mondragén y Frixione, 1996) y etanol (Carruthers et al,
1999; Gonzalez del Carmen et al, 2009) permite observar fenémenos de
importancia para el parasito, como la extrusion del conoide y la secrecion de
proteinas; por ello, utilizamos ambas herramientas en busca de observar

algun efecto sobre la induccién de la secrecién o expresion de proteasas.
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Finalmente, se evalué para parasitos obtenidos de cultivo celular la

interaccion con BSA.

Ninguna de las interacciones con los posibles inductores en cualquiera de las
dos modalidades de experimento realizadas resulté en actividad proteolitica

en zimogramas para ET y para Productos de E/S.

FACTOR
EVALUADO CONCENTRACIONES TIEMPOS PROBADOS
ECMgel 10, 50, 100, 250, 500 ug 4 hrs

-Tras 72 hrs proliferacion

-4 hrs
-Tras 72 hrs proliferacion

FIBRONECTINA 50, 100, 250, 500 pg

COLAGENA | 50, 100, 250, 500 pg -4 hrs

-Tras 72 hrs proliferacion
LIQUIDO | e -4 hrs
PERITONEAL -Tras 72 hrs proliferacion
ETANOL 200 mM 2,5, 10, 15, 30 min
IONOMICINA 400 nM, 1 pM 2,5, 10, 15, 30 min
ALBUMINA 0.05,0.1,0.25,0.5,1,2,3y | -30min, 2y 4 h.

SERICA BOVINA

5%

-Tras 72 hrs proliferacion

Tabla 1.

Factores evaluados en la busqueda de una molécula o

condicion inductora de la secrecién en taquizoitos de T. gondii.
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8.3 Induccion de la secrecion de proteasas en taquizoitos aislados de

modelo murino.

Tras varios ensayos con diferentes moléculas realizados con taquizoitos
aislados de cultivo celular, que no expresaron y/o secretaron proteasas, se
decidi6 realizar los experimentos estimulando ahora taquizoitos aislados del
modelo murino, que cuentan con el arsenal de herramientas necesarias para
responder a estimulos fisiolégicos, y, que como ya se habia observado
previamente (Figura 13; Ramirez-Flores, 2015), expresan y tienen la

capacidad de secretar diferentes proteasas.

Los ensayos para determinar la induccion de la secrecién de proteasas en
taquizoitos de modelo murino fueron realizados en una primera etapa
incubando los taquizoitos a 37°C durante 4 h en las mismas condiciones que
cuando se trabajo con los de cultivo celular; se probaron las mismas
moléculas previamente elegidas y las mismas concentraciones (Tabla 1). Los
zimogramas fueron activados en presencia de CaClz 1 mM y ZnCl2 1uM,
condiciones idoneas reportadas por Ramirez-Flores (2015) para la deteccion

por zimografia de la actividad de proteasas de T. gondii.

De todas las condiciones indicadas en la Tabla 1, solo BSA ejercio la
induccion in vitro de la secrecion de proteasas en los taquizoitos

provenientes del modelo murino como se muestra a continuacion.

Se evaluaron diferentes concentraciones de BSA segun se muestra en la
Tabla 1. Los resultados mostraron mediante zimografia (Figura 14) que la
exposicion de los taquizoitos a BSA en un rango de 0.05 a 5% indujo la
secrecion de al menos dos proteasas, una de 181 kDa y otra de 235 kDa. La
intensidad de ambas proteasas en cuanto a la degradacion del gel de
sustrato, estuvo de acuerdo a la concentracion evaluada de BSA. Tras
analizar el correspondiente zimograma, observamos que la actividad de la
proteasa de 181 kDa es visible desde la mas baja concentracion utilizada
(0.05%) e incrementa conforme se incrementa la concentracion de BSA. Por
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su parte, la proteasa de 235 kDa tiene una actividad apenas perceptible a
bajas concentraciones de BSA (0.05-0.25%), que se incrementa a partir de la
concentracion de 0.5% de BSA, siendo muy clara en el rango de
concentraciones fisiologicas (3-5%). Estos ensayos se evaluaron con 30 min

de exposicion de los parasitos a la BSA.

Cuando se evalu6 la presencia de proteasas inducidas en los extractos
totales de los taquizoitos, no se se encontraron bandas con igual actividad a
los pesos moleculares correspondientes a las proteasas inducidas, lo que
podria indicar que estas proteasas son secretadas de forma inactiva y luego

activadas por otra proteasa probablemente de secrecidn constitutiva.

Con base en los anteriores resultados, se eligio la concentracion de 3% de
BSA en la induccion de la secrecion de proteasas ya que es una
concentracion que corresponde con la fisiolégica en humanos, y ademas
permite observar claramente a las dos proteasas de secrecion inducida (PSI)
antes mencionadas. Con base en los ensayos de secrecién de las proteinas
de micronemos previamente reportados para T. gondii, en donde se
demostré la induccion de dicha secrecion en el lapso de entre 2- 10 min
(Carruthers et al, 1999; Brown, 2016), se utiliz6 el tiempo de 30 min, de
incubacion con el inductor para la secrecion de proteasas, considerando que
este tiempo minimizaria cualquier efecto que comprometiera la viabilidad de

los taquizoitos.
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Figura 14. Perfil proteolitico de productos de secrecién inducida (PSI) y
extractos totales (ET) de taquizoitos de Toxoplasma gondii (RH)
estimulados con diferentes concentraciones de BSA durante 30 min. Se
evalu6 la actividad proteolitica de productos de secrecion inducida (A) y
extractos totales (B) de 20x10° taquizoitos aislados de ratén incubados con
BSA a diferentes concentraciones y por 30 min de exposicion. El gel se lavo
e incub6 24 h a 37°C a pH 7.5, en presencia de CaClz y ZnClz, segun lo
reportado por Ramirez-Flores (2015) Se us6 Tripsina 50 ng como control
positivo. Gel de poliacrilamida al 7.5% copolimerizado con gelatina 0.1%. PM:

peso molecular. CTRL: control. E/S: productos de excrecion-secrecion.PSI:
productos de secrecién inducida.
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Por otra parte, se sabe que las proteasas comunmente degradan diferentes
proteinas blanco. Con la finalidad de observar si los productos de secrecion
inducida con BSA (3%) tienen otros blancos hidroliticos, el zimograma fue
realizado en geles copolimerizados con caseina 0.1%. Los resultados
mostraron Unicamente actividad de una proteasa de secrecion constitutiva de
bajo peso molecular de aproximadamente 28 kDa (Figura 15), ya antes
caracterizada en el laboratorio, es decir, no se observo la induccion con BSA
de la secrecién de proteasas nuevas para las cuales la caseina sea un

blanco hidrolitico.

ET

E/S  PSI BSA
DMEM

CTRL + BSA CTRL Taq+BSA  Tiipsina 3%
PM
kDa
19
13
-

Figura 15. Zimograma en caseina del perfil proteolitico de productos de
secrecion inducida de taquizoitos de Toxoplasma gondii (RH)
estimulados o0 no con BSA 3% La actividad proteolitica de productos de
secrecion inducida de 20x10° taquizoitos aislados de ratén, estimulados con
BSA 3% se evaluo. El gel se lavo e incubo 24 h a 37°C a pH 7.5 Gel de
poliacrilamida 7.5% copolimerizado con caseina 0.1%. PM: peso molecular.
CTRL: control. E/S: productos de excrecion-secrecion. PSI: productos de
secrecion inducida.
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8.5 Caracterizacion de las condiciones 6ptimas para la detecciéon de las
proteasas de secrecion inducida por exposicion a BSA al 3% en geles

de poliacrilamida copolimerizados con gelatina

Una vez elegido el tiempo de 30 minutos para la interaccion con el inductor,
se procedio a realizar ensayos para elegir las condiciones Optimas para la
actividad de las proteasas inducidas en geles de poliacrilamida
copolimerizados con gelatina. Esto debido a que la detecciéon se realizo
utilizando las condiciones 6ptimas en términos de cofactores y pH de
activacion para la actividad de otras proteasas anteriormente descritas por
Ramirez-Flores (2015). Cabe mencionar que todos los experimentos
mostrados de aqui en adelante en este trabajo fueron realizados con la
concentracion de BSA elegida (3%), pero también se utilizé6 0.3% y 1% de

BSA, obteniendo idénticos resultados (Figuras no mostradas).

Debido a que cada grupo de proteasas tiene actividad 6ptima a un rango
especifico de pH, se decidié probar la muestra activando los zimogramas con
amortiguadores que pemiten diferentes condiciones de pH. Los
amortiguadores utilizados fueron: acetato de sodio 10 mM, pH 3.5 (Oliveira-Jr
et al., 2013) para evidenciar la actividad de aspartico proteasas; Tris-HCI 10
mM, pH 5.5 (Oliveira-Jr. et al., 2013) para analizar cisteina proteasas; Tris-
HCI, 100 mM, pH 7.5 (Saboia-Vahia et al., 2014) 6 Tris-HCI 50 mM, pH 8.0
(Sampieri et al, 2010) para observar actividad de serina proteasas y

metaloproteasas.

Una vez obtenidos los zimogramas activados a diferentes pH, en ausencia
de cofactores, no se logré observar actividad proteolitica en ninguno de los
mismos (Figura 16), ni en ET (figuras no mostradas) ni en el carril de los
productos de secrecién inducida. La tripsina utilizada como control positivo
tuvo actividad a pH 7.5 y pH 8.0 En el gel de acrilamida tefiido con
Coomassie, observamos una banda diferencial de aproximadamente 40 kDa
unicamente en el carril de secrecion inducida, de identidad molecular
desconocida.
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Figura 16. Perfil proteolitico de productos de secrecion inducida de
taguizoitos de Toxoplasma gondii (RH) estimulados con BSA 3% por
activacion a diferentes pH. La actividad proteolitica de productos de
secrecion inducida de 20x10° taquizoitos aislados de raton se evalud
activando los zimogramas en amortiguadores al pH indicado, en ausencia de
cofactores. El gel se lavo e incub6 24 h a 37°C Se uso Tripsina 50 ng como
control positivo. Gel de poliacrilamida 7.5% copolimerizado con gelatina
0.1%. PM: peso molecular. CTRL: control. E/S: productos de excrecion-
secrecion. PSI: productos de secrecion inducida.
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Los resultados anteriores nos dan un indicio de que las proteasas que se
inducen con BSA pueden ser dependientes de algun cofactor, ya que es
sabido que muchas proteasas requieren de Ca?*, Zn%*o agentes reductores
como el DTT o B-mercaptoetanol para su actividad. Por lo anterior, decidimos
analizar los productos de secrecion inducida activando los zimogramas a

diferentes pH pero ahora en presencia de agentes reductores y cofactores.

Para ello, se probaron concentraciones de cofactores y agentes reductores
gue se suelen utilizar en ensayos zimograficos previamente reportados en
otros modelos celulares (Oliveira-Jr. et al.,, 2013; Song y Nam, 2003;

Mendoza-Lopez et al, 2000). Se decidio utilizar tres pH: 5.5, 7.5y 8.0, que se
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encuentran en el rango de los pH’s utilizados para la deteccion de proteasas
provenientes de patégenos (Coradi y Guimaraes, 2006; Hernandez-Gutiérrez
et al, 2004; Mendoza-Lépez et al, 2000; Nogueira de Melo, 2010; Song y
Nam, 2003)

a) para el pH 5.5 de activacion se utilizaron dos concentraciones distintas de
DTT (1 y 5 mM) y B-mercaptoetanol (0.1 y 0.25%) como agentes
reductores, y como cofactores CaClz (1 mM), ZnCl2 (5 uM) y MgCl2 (1
mM). Los agentes reductores son comunmente utilizados a este pH de
activacion (Coradi y Guimaraes, 2006; Mendoza-Lépez et al, 2000), pues
se sabe que tienen la capacidad de activar cisteina proteasas, mismas

gue tienen actividad 6ptima a pH acido.

b) para pH 7.5 de activacion, debido a que es el mas cercano al fisiolégico,
y teniendo el antecedente de que la primera deteccion de las proteasas
secretadas constitutivamente y por induccion fue a este pH, se decidio
utilizar mas concentraciones de cofactores, a saber: CaClz (1, 5y 10
mM), ZnCl2 (1, 5y 10 pM) y MgCl2 (1, 5y 10 mM).

c) para pH 8.0 de activacion se utilizo CaClz (1 mM), ZnClz (5 uM) y MgClz (1
mM).

La activaciéon de los zimogramas a pH 5.5, no evidencid actividad en
presencia de agentes reductores (DTT y B-mercaptoetanol) ni en presencia
de ZnCl2 y MgClz, sin embargo, al utilizar una concentracion de 1 mM de
CaClz como cofactor, pudimos observar las 2 proteasas inducidas, ademas
de las previamente descritas por Ramirez Flores (2015) (Figura 17), lo que
nos sugiere que las 2 proteasas de secrecion inducida son dependientes de
Ca?*. Cabe destacar que como ya se habia mencionado, los agentes

reductores se utilizaron unicamente para pH 5.5.

Analizamos entonces la actividad de las proteasas de productos de secrecion

inducida activando los zimogramas a pH 7.5 en presencia de los diferentes
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cofactores (Figura 18). A las tres concentraciones de CaCl: utilizadas para
pH 7.5, se observé un incremento en la actividad proteolitica de las dos
bandas (181 y 235 kDa) con respecto a la observada a pH 5.5, lo que revela
que la actividad de las proteasas esta favorecida por el pH fisioldgico, lo que
se corrobora al utilizar ZnCl2, como cofactor con el cual se logro observar una
degradacion minima en los zimogramas de la proteasa de 181 kDa a partir
de 5 uM. Utilizando MgClz a ninguna concentracién observamos protedlisis,
lo que nos indica que las proteasas de secrecion constitutiva e inducida en T.

gondii no dependen de este cofactor para su actividad.

Finalmente, evaluamos la activacion a pH 8.0 con los cofactores ya
mencionados. Como se muestra en la Figura 19, en presencia de CaClz 1
mM se evidencia un patrén proteolitico similar, pero menos activo que el
observado a pH 7.5. Con relacién a los demas cofactores, no observamos
actividad proteolitica. Con ello se muestra que el pH 8.0 no es el mas
adecuado para analizar por zimografia la actividad proteolitica de las
proteasas de secrecién inducida.
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En general, se observé que la actividad de las dos proteasas inducidas para
su secrecibn por BSA se vi6 claramente favorecida por pH 7.5,
adicionalmente, a todos los pH evaluados para la activacion de los
zimogramas, el cation Ca?* resultd ser el cofactor 6ptimo en la activacion de
las proteasas inducidas. En el caso de los ensayos realizados utilizando Zn?*
(5 y 10 uM) como co-factor , solo se detectd la actividad de la proteasa de
181 kDa a pH 7.5, y en una baja intensidad, lo que implica que éste no es el
cofactor principal necesario para la Optima actividad de las proteasas

inducidas, pero que, en ausencia de Ca?*, podria favorecerla.

Con base en los resultados anteriores se puede afirmar que la interaccion de
los taquizoitos de T. gondii con BSA, induce la secrecién de dos proteasas
con actividad 6ptima a pH 7.5, que son dependientes de Ca%* como co-factor.
Debido a ello, se decidié tomar como condiciones Optimas para la actividad
de las proteasas inducidas por BSA en ensayos de zimografia, las
siguientes: pH 7.5, 1 mM de CaClzy 5 uM de ZnClz. El pH fue elegido debido
a que es el pH mas cercano al fisioldgico; el CaClz mostré ser determinante
para la actividad de las proteasas en todo el rango de pH, y el ZnCl2 se utilizd
debido a que a la concentracién y pH elegidos facilité la actividad de al

menos una de las proteasas inducidas aun en ausencia de CacClz.

8.6 Identificacién de las proteasas inducidas mediante el uso de

inhibidores especificos

Para identificar a qué familia pertenecen las proteasas inducidas en
respuesta a interaccion con BSA, utilizamos inhibidores para los diferentes
grupos de proteasas. Como inhibidores para cada grupo se usaron: PMSF,
TPCKy TLCK (1 y 5 mM) para Serina Proteasas; E64(1 y 5 uM) para cisteina
proteasas; Pepstatina A (1 y 5 uM) para aspartico proteasas y EGTAy 1, 10
fenantrolina (1 y 5 mM) para Metaloproteasas. Las concentraciones para los

ensayos fueron elegidas con base en las utilizadas por Ramirez-Flores
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(2015) en su tesis de maestria, y considerando también los datos

proporcionados en las hojas técnicas de dichos inhibidores.

Como resultado de la incubacion de los geles con los inhibidores de
proteasas, se observé la inhibicion total de la actividad proteolitica con los
inhibidores de metaloproteasas utilizados EGTA y 1, 10 fenantrolina, (Figura
20). En contraste, los inhibidores para los diferentes grupos adicionales de
proteasas (serina-, aspartico- y cisteina proteasas) no afectaron la actividad
de las dos bandas (181 y 235 kDa) de actividad proteolitica, indicando que

aparentemente, estas no corresponden a este tipo de proteasas (Figura 22).

El resultado obtenido indica que las proteasas secretadas en respuesta a
interaccién con BSA pertenecen al grupo de las metaloproteasas, y que son
dependientes de pH fisioldgico y Ca*? para su actividad, ya que fueron
inhibidas mediante el uso de agentes quelantes de iones divalentes (EGTA 'y

1, 10 fenantrolina).
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8.7 Zimografia en geles de poliacrilamida copolimerizados con BSA

Con la finalidad de evidenciar si albumina la sérica bovina es la molécula
blanco de hidrdlisis de las proteasas inducidas, se realizé una zimografia
utilizando geles copolimerizados con BSA y sin gelatina. Se analizaron
muestras de ET y de productos de E/S de taquizoitos control y de productos
de secrecion inducida de taquizoitos tratados con BSA al 3%. Para ninguno
de los casos se observo actividad proteolitica en el zimograma (Figura 21)
procesado en condiciones ideales (pH 7.5, CaCl2 1 mM, ZnCl2 5 pM).

Con base en el resultado anterior, inferimos que la BSA no es la proteina
blanco para su hidrdlisis por las proteasas descritas tanto en productos de
E/S como en la secrecion inducida. En este sentido, la BSA la actla
Unicamente como una molécula inductora de la secrecién de las proteasas
de 181 y 235 kDa. Sera de interés determinar los blancos fisiol6gicos tanto
de las proteasas presentes en los productos de E/S asi como de las
proteasas secretadas por un proceso inducido.

El

——
E/S PS
CTRL Taq+BSA 1| Taq+BSA BSA3% DMEM Tripsina

PM
kDa
190
135
100

5
8
6
32.
25:

Figura 21. Zimograma copolimerizado con BSA del perfil proteolitico de
productos de secrecion inducida de taquizoitos de Toxoplasma gondii
(RH) estimulados o0 no con BSA 3% La actividad proteolitica de productos
de secrecion inducida de 20x10° taquizoitos aislados de ratén, estimulados
con BSA 3% se evalud. El gel se lavd e incub6 24 h a 37°C a pH 7.5 Gel de
poliacrilamida 7.5% copolimerizado con BSA 0.1%. PM: peso molecular.
CTRL: control. E/S: productos de excrecion-secrecion. PSI: productos de
secrecion inducida.
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8.8 Papel del calcio intracelular

Debido a que se sabe que algunos procesos de importantes en Toxoplasma
gondii , como la extrusién del conoide, la invasion, el egreso de la célula
hospedera y la secrecion de proteinas MIC son mediados por calcio
intracelular (Carruthers et al, 1999; Endo et al, 1982; Mondragon vy
Frixione,1996; Vieira y Moreno, 2000), se decidié averiguar si el mismo juega
un rol en el proceso de secrecion de las proteasas inducidas por exposicion a
BSA utilizando una solucion salina libre de calcio y un quelante para calcio
intracelular (BAPTA-AM). Para ello, se incubaron taquizoitos con diferentes
concentraciones de BAPTA-AM de manera previa a la estimulacion con BSA.
Se utiliz6 para cada concentracion del quelante, un control positivo

conteniendo 1 mM de CaCl:.

En ninguna de las concentraciones de BAPTA-AM (Figura 22) utilizadas se
observo la inhibicion de la secrecién de las dos proteasas inducidas. Lo
anterior indica que aparentemente el calcio intracelular no participa
directamente como el factor principal que media el proceso de secrecién en

respuesta a estimulacion con BSA.
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Figura 22. Perfil proteolitico de productos de secrecion inducida de
taquizoitos de Toxoplasma gondii (RH) preincubados con BAPTA-AM.
La actividad proteolitica de productos de secrecién inducida de 20x10°
taquizoitos preincubados con BAPTA-AM y luego estimulados con BSA 3%
se evalud. El gel se lavd e incub6 24 h a 37°C a pH 7.5 . Gel de
poliacrilamida 7.5% copolimerizado con gelatina 0.1%. PM: peso molecular.
CTRL: control.

8.9 Andlisis de la posible regulacion de la secrecion inducida utilizando

inhibidores de proteinas de sefalizacién

Anteriores reportes han mostrado que diversos procesos involucrados en la
patogénesis de protozoarios son mediados por proteinas sefalizadoras
(Flores-Robles, 2003; Garrison et al, 2012; Gonzélez del Carmen et al, 2009;
Guillen, 1993; Kebaier y Vanderberg, 2010; Soid-Raggi et al, 1998). Por ello,
con la finalidad de indagar si proteinas cinasas o fosfatasas de T. gondii
median el proceso de sefalizacion relacionado con la secrecion de proteasas
inducida por BSA, preincubamos taquizoitos con diferentes inhibidores de

manera previa la estimulacién con BSA. Los inhibidores utilizados fueron:
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BIM 1, Calfostina C, G066983, inhibidores especificos para PKC, vy
Sanguinarina, un inhibidor especifico para PP2C. La concentracion utilizada
de cada inhibidor fue la concentracion efectiva mas alta reportada por
nuestro laboratorio para ensayos de extrusion del conoide, un proceso que
tiene lugar durante el proceso de invasion activa del parasito a la célula

hospedera.

Cabe destacar que los resultados que en adelante se presentan son ensayos
anicos, por lo que seran considerados Unicamente como resultados

preliminares.

Al analizar el zimograma resultante tras el tratamiento antes descrito,
observamos que no hubo afectaciones al proceso de secrecion de proteasas
inducido por BSA (Figura 23) cuando los parésitos fueron preincubados con
los mencionados inhibidores, lo que preliminarmente pareceria indicar que el
proceso de secrecidon de las proteasas de 181 y 235 kDa incucidas por BSA
no esta mediado por proteinas de tipo PKC y tampoco depende de la
participacion de PP2C.
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Figura 23. Perfil proteolitico de productos de secrecién inducida de
taquizoitos de Toxoplasma gondii (RH) preincubados con inhibidores
de PKC y de PP2C. La actividad proteolitica de productos de secrecion
inducida de 20x108 taquizoitos preincubados con inhibidores de PKC y
PP2C, y luego estimulados con BSA 3% se evalud. El gel se lavo e incubé 24
h a 37°C a pH 7.5 . Gel de poliacrilamida 7.5% copolimerizado con gelatina
0.1%. PM: peso molecular. CTRL: control.

8.10 Comparacion de la composicion de productos de secrecion
inducida 'y secrecion constitutiva mediante analisis  por

isoelectroenfoque

Con la finalidad de evaluar si ademas de las proteasas inducidas, existen
otras proteinas que pudieran ser secretadas de manera diferencial bajo la
induccion con BSA, decidimos analizar los productos de secrecion inducida y
constitutiva mediante isoelectroenfoque. Para este analisis se conté con el

apoyo del M. en C. Carlos Jorge Ramirez Flores.
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Al comparar los geles bidimensionales de ambas condiciones (Figura 24A y
24B), encontramos un patréon diferencial entre ambos, observandose que
bajo las condiciones de induccion, disminuye la secrecion de algunas
proteinas (Figura 24A, circulos verdes, Tabla 2) mientras que otras son
secretadas en mayor cantidad (Figura 24B, circulos rojos, Tabla 2) , entre
estas Ultimas resalta de manera importante un spot de aproximadamente 68
kDa de peso molecular (Flecha roja). Cabe mencionar que esta proteina
presenta un peso molecular similar al inductor utilizado (BSA con un PM de
66 kDa) por lo cual existe una infima probabilidad de a pesar de los lavados
a los parésitos, el spot pudiera tratarse de un residuo del mismo, sin
embargo, el punto isoeléctrico del spot aqui detectado es de
aproximadamente 6.1, mientras que el punto isoeléctrico experimental para
la albumina sérica bovina es 4.8 (Brooks y Cramer, 1992) y el calculo de
acuerdo a su secuencia de aminoacidos es de 5.4. Ademas de ello, en el gel
de isoelectroenfoque de productos de secrecidn constitutiva hallamos una
proteina con caracteristicas similares en cuanto a peso molecular y punto
isoeléctrico, por lo cual consideramos que el spot de mayor dimension en el
gel de productos de secrecion inducida corresponde a esta proteina y no a
un residuo del inductor. No logramos observar proteinas en el rango de
pesos moleculares en el que hallamos las proteasas inducidas, esto debido
probablemente a la concentracion de proteina utilizada para el ensayo, 0
bien, a la sensibilidad de la técnica. Se realizé una busqueda bioinformatica
en el genoma disponible en la base de datos ToxoDB (Toxoplasma Genomic
Resource, http://toxodb.org/toxo) utilizando los datos de las proteinas que

incrementan o disminuyen su secrecion (P.M. y P.l.). Los resultados se

resumen en la Tabla 2.

De los anteriores resultados pudimos concluir que la BSA efectivamente
estimula cambios importantes a nivel de proteinas diversas en el proceso y
los patrones de secrecidon de T. gondii. Estos resultados, aunque son

preliminares, hacen necesarios mas ensayos que permitan confirmar los

64


http://toxodb.org/toxo

comportamientos ahora expuestos y posteriormente se debera realizar un

analisis a fondo individual para cada proteina variable en ambas condiciones.

PROTEINAS CON SECRECION INCREMENTADA

~PM (kDa) ~pl PROBABLE IDENTIDAD
36 4.3 MIC6
68 6.1 | e

Armadillo/beta-catenin family repeat-

55 6.3 Ce _
containing protein

o1 63 |

30 6.8 Hypothetical protein

TGGT1 269315

57 7.2 Catalase

Hypothetical protein

28 [ TGGTL1 224960
Hypothetical protein

> 59 TGGTL1 254310

49 9.5 Putative eukaryotic initiation factor-4E

PROTEINAS CON SECRECION DISMINUIDA

~PM(kDa) ~pl PROBABLE IDENTIDAD
51 5.5 Hsp90 domain-containing protein
41 5.7 SAG-related sequence SRS54
53 6.2 TBC domain-containing protein
) GTPase activator activity
Hypothetical protein
26 6.9 TGGT1 267500
Hypothetical protein
28 71 TGGT1 247780
Hypothetical protein
112 7.0 TGGT1 272590
89 70 SCP family extracellular subfamily protein

Tabla 2. Proteinas con variaciones en la secrecion estimulada por BSA.
Los datos de PM y pl se obtuvieron de los analisis bidimensionales; la
busqueda bioinformatica fue realizada en la base de datos ToxoDB
(Toxoplasma Genomic Resource, http://toxodb.org/toxo)
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9.0 Discusion

Uno de los procesos clave para la patogenicidad de T. gondii es su
impresionante capacidad de diseminacion, que le permite distribuirse por
practicamente todos los tejidos del hospedero. Para lograr lo anterior, el
parasito hace uso de herramientas moleculares que le facilitan atravesar
barreras inaccesibles a otros patdgenos; en primer lugar, el epitelio intestinal,
y tras alcanzar los capilares, las barreras biolégicas inmunoprivilegiadas,
como la placenta, la barrera hematoencefélica y la barrera hematorretiniana
(Barragan y Sibley, 2003). Una vez que alcanza Organos importantes, el
parasito causa problemas congénitos en el feto (Desmonts y Couvreur,
1974), complicaciones neurologicas severas en individuos
inmunocomprometidos (Luft et al., 1993) y patologias oculares en individuos
sanos (Roberts y McLeod, 1999). Sin embargo, y a pesar de su importancia,
el mecanismo, asi como las moléculas involucradas en la diseminacion del

pardasito por todo el organismo permanecen sin entenderse por completo.

Consideramos que uno de los factores que podrian participar y/o potenciar la
diseminacién de nuestro modelo es la expresion y secrecidon de proteasas,

de manera similar al proceso gue tiene lugar en células cancerigenas.

Aunque se han realizado estudios de proteasas en T. gondii, los mismos son
enfocados principalmente al procesamiento proteolitico intracelular de otras
proteinas, o bien, al papel que pudieran tener en el proceso de invasion
activa, como ocurre en otros Apicomplexa (Binder et al, 2008; Brossier et al,
2008; Laliberté y Carruthers, 2011; Shen et al, 2014; Rugarabamu et al,
2015; Parussini et al, 2010; Dou, 2012).

A la fecha, no tenemos conocimiento de reportes que relacionen a las
proteasas con el proceso de diseminacién de T. gondii, el cual ha sido
mayoritariamente atribuido a células propias del hospedero infectadas con
taquizoitos como los macréfagos, que funcionarian como transportadoras

del parasito a traves de los tejidos (Harker et al, 2015); sin embargo, es bien
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sabido que el parasito es también capaz de diseminarse de forma libre.

La zimografia es una técnica utilizada de forma comun para el estudio de
enzimas proteoliticas, no asi para estudios con Toxoplasma gondii, modelo
en el que es apenas utilizada (Song y Nam, 2003). En nuestro laboratorio se
ha logrado encontrar las condiciones éOptimas para detectar las proteasas
presentes en ET y productos de E/S de taquizoitos aislados de raton.
Interesantemente, el comportamiento proteolitico no es el mismo cuando se
analizan ET y productos de E/S provenientes de parasitos mantenidos en
cultivo celular (Ramirez-Flores, 2015), lo que lleva a proponer que, ya que en
cultivo celular se carece de mecanismos de defensa que pudieran afectar al
parasito, asi como de otro tipo de moléculas fisiolégicas inductoras que
pudieran estar potenciando la expresion de dichas proteasas, el paréasito
dedicaria sus recursos Unicamente a la interiorizacion en la célula

hospedera, proliferacion y exteriorizacion (Ramirez-Flores, 2015).

Si lo anterior resulta cierto, podria afirmarse que al exponer a los parésitos al
componente fisioldgico adecuado, éste seria reconocido por moléculas en el
pardsito que activarian mecanismos que desencadenen la expresién y/o
secrecion de proteasas. Por ello, en el presente trabajo nos propusimos
llevar a cabo la busqueda de éste inductor o inductores en T. gondii. Nuestro
modelo de trabajo, aunque es de tipo intracelular obligado, permanece
viable alrededor de 4 h fuera de las células, tiempo suficiente para
permitirnos realizar ensayos de incubacion (Chaturvedi et al, 1998), que

fueron llevados a cabo como estrategia experimental.

En otros protozoarios patdogenos tanto intracelulares como extracelulares
(Pifia- Vazquez et al, 2012), se ha observado que secretan proteasas que
degradan componentes de matriz extracelular. Por ello, en una primera
aproximacion experimental, se expusieron parasitos aislados de cultivo
celular con diferentes factores y moléculas fisiolégicas con las que pudiera
interaccionar Toxoplasma en el organismo como el gel ECM (matriz
extracelular), fibronectina o colagena, todos ellos componentes de la matriz
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extracelular. Posteriormente, buscando exponer a los parasitos a condiciones
lo mas cercana posibles a las de un organismo, las incubaciones fueron
realizadas con liquido peritoneal de un ratén sano, que es un liquido rico en
diferentes componentes fisiol6gicos que pudieran ser reconocidos por el
parasito, y que representa ademas el primer fluido con el que la cepa
mantenida en nuestro laboratorio tiene contacto tras la inoculacion

intraperitoneal para su mantenimiento.

Adicionalmente, se han utilizado diversas estrategias para el estudio de
procesos dinamicos del parasito Toxoplasma y de la secrecion del contenido
de los micronemos, relacionados con Ca?* tales como los ion6foros para
este cation (Endo et al, 1982; Mondragon y Frixione, 1996) y el etanol
(Carruthers et al, 1999; Gonzéalez del Carmen et al, 2009). Con base en lo
anterior, se decidi6 evaluar el papel de ionomicina y de etanol como posibles
inductores en la secrecion de proteasas por este parasito. Recientemente, se
reportd que la albumina sérica bovina (BSA) induce la secrecién de proteinas
MIC de micronemos (Brown et al, 2016), por lo que también se decidié
indagar si esta proteina sérica podria inducir la secrecion de enzimas

proteoliticas por los taquizoitos.

Los resultados de la evaluaciéon de las diferentes condiciones y moléculas
arriba indicadas en la induccién de la secrecién de proteasas en parasitos
aislados de cultivo celular, no fueron exitosos, toda vez que no se detectaron
proteasas. Esto probablemente se deba a que los parasitos de cultivo
pudieron estar sujetos a una adaptacion tal, que muy probablemente se
reguld la capacidad secretoria 0 de biosintesis de algunas proteinas que no
fueran necesarias en el contexto del cultivo celular y dentro de ellos pudieran
estar las proteasas. Esta adaptacion ya ha sido reportada en otros
protozoarios parasitos en anteriores trabajos con Toxoplasma gondii
(Ramirez-Flores, 2015) y con Naegleria fowleri (Vyas et al, 2014), una ameba
de vida libre, se ha reportado que existen diferencias en la expresion y

actividad proteolitica entre ET de parasitos mantenidos en cultivo celular y de
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los que estan en contacto con modelos animales, y en ambos se propone
que componentes propios del organismo, probablemente de Matriz
extracelular influyan en estas diferencias. Por otra parte, en Acanthamoeba
healyi se ha observado que existe una sobrerregulacion de los genes
relacionados con la actividad proteolitica y la virulencia después de que
amebas de cultivo celular tienen contacto con ratones (Moon et al. 2014) y se
han reportado también incluso diferencias fenotipicas entre parasitos
aislados de cultivo celular y aquéllos que estan en contacto directo con un
organismo vivo, como sucede con Acanthamoeba culbertsoni , modelo en
que se observa que tiene lugar una pérdida notable de granulos
electrodensos, organelos con capacidad proteolitica, cuando las amebas son
mantenidas en cultivo celular (Chavez-Munguia et al, 2016).

Con base en lo anterior, se decidi6 que los paréasitos aislados del modelo
murino probablemente podian permitirnos encontrar con mayor facilidad un

factor inductor de la secrecion de proteasas.

De los ensayos de estimulacibn de la secrecion de proteasas en los
taquizoitos de T. gondii aislados de ratdbn con los diversos factores
previamente descritos, se encontré que soélo la incubacién con BSA, indujo la
secrecion de dos proteasas de 181 y 235 kDa que fueron detectadas en el
sobrenadante de la suspension parasitaria ensayada, sugiriendo una
secrecion activa mediada por la interaccidon con esta proteina sérica. Estas
proteasas fueron detectadas mediante zimografia en presencia de CaClz y
ZnClz, y su actividad fue sensible a EGTA y 1, 10 fenantrolina, ambos
guelantes de iones divalentes, por lo cual se puede afirmar que se trata de
metaloproteasas secretadas al medio extracelular. Estas proteinas inducidas
resultaron de la misma naturaleza que las proteasas antes encontradas por
Song y Nam (2003) en productos de E/S constitutiva y por Ramirez-Flores en

2015 en ET y productos de E/S constitutiva a otros pesos moleculares.

En los ET resultantes de los parasitos estimulados con BSA a diferentes
concentraciones, no se evidencié la presencia de las dos proteasas
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inducidas por la exposicion a BSA. Esto podria deberse a dos posibilidades:
a) que las proteasas si estan expresadas en el parasito y tal vez estas estan
alojadas en algun organelo secretor (roptrias, micronemos, granulos densos)
pero no tienen actividad enzimatica, como se ha descrito para muchas
enzimas que son sintetizadas como pro-enzimas y que posteriormente son
activadas por escision peptidica probablemente por alguna de las proteasas
detectadas en la secrecion constitutiva, o por cambio en la conformacion
terciaria (Nagase, 1997) y b) que las proteasas no se han sintetizado y esto
se activa por la interaccion con la BSA. Esta segunda alternativa es la menos
posible, toda vez que la incubacion con BSA solo es de 30 min adicionales a
las 2 h de secrecidn, lo cual no seria tiempo suficiente para que se sintetizara
la cantidad suficiente de proteasas detectables en el sistema de zimografia.
Aunqgue en T. gondii, no se ha estudiado a fondo este tipo de relaciones entre
proteasas, existe un reporte que da evidencias de que la expresion de la
proteasa TgCPL, una cisteina proteasa, es esencial para la maduracion de
otra proteasa, la TgCPB. Ambas proteinas se almacenan en el

Compartimiento acidico vacuolar del parasito (Dou et al, 2012) .

La albumina sérica constituye la proteina mayoritaria en plasma de
mamiferos, tiene un importante papel en la presion oncética, que es una
forma de presion en el sistema circulatorio que permite que el agua cruce la
barrera de los vasos capilares y penetre en el sistema circulatorio, y
constituye el mayor vehiculo para moléculas no solubles en el torrente
sanguineo, especialmente para acidos grasos y hormonas (Jun et al, 2017).
Es importante mencionar que, durante la diseminacién de los taquizoitos,
después de una infeccion oral, los parasitos necesitan alcanzar el torrente
sanguineo para diseminarse, ya sea dentro de células infectadas (Harker et
al, 2015) o de forma libre (Furhman y Joiner, 1989; Unno et al, 2008).

La albumina sérica ha sido utilizada como inductor de la secrecion de
proteasas en organismos como Trichoderma viride (Simkovic et al, 2008), un

hongo utilizado como biocontrolador de patégenos fungicos, y Aspergillus
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fumigatus (Gifford, 2002), un hongo patégeno oportunista, abundante
productor de proteasas, que afecta a individuos inmunocomprometidos. En T.
gondii se ha reportado que, en respuesta a BSA se estimula la secrecion de
proteinas de micronemos (proteinas MIC) de manera dependiente de
proteinas de tipo PKG (Brown et al, 2016), por lo que se necesitara realizar
diferentes analisis para determinar si las proteasas secretadas por
interaccion con BSA provienen de los micronemos o si son secretados desde

otros organelos en el parasito.

Con el fin de determinar preliminarmente el papel del calcio en la regulacién
de la induccion de la secrecion, se realizaron preincubaciones de los
parasitos con un quelante de calcio intracelular, el BAPTA-AM vy
posteriormente fueron expuestos a BSA en las condiciones estandarizadas.
Se encontré que aun en presencia de este agente quelante, los parasitos
siguieron secretando a las dos proteasas antes mencionadas, lo cual sugirio
que al menos en las condiciones evaluadas, este cation no tuvo un papel
relevante en la regulacion de la secrecibn de estas proteasas. Estos
resultados son similares a los reportados por Brown et al., (2016), quienes
evaluando el papel de ionéforos para calcio en Toxoplasma encontraron que
una diferencia de aproximadamente de 4.4 veces en la concentracion del
calcio intracelular no fue un factor esencial para determinar diferencias
particulares en la capacidad del parasito para secretar el contenido de los

micronemos.

En relacion a la regulacion de la secrecion inducida por BSA, a pesar de
existir reportes que relacionan procesos medulares en otros protozoarios,
incluido Toxoplasma gondii con proteinas cinasas (Billker et al, 2004; Billker
et al, 2009; Garrison et al, 2012; Gonzalez del Carmen et al, 2009; Guillen,
1993; Kebaier y Vanderberg, 2010; Lourido et al, 2012; Santiago et al, 1994;
Soid-Raggi et al, 1998), en los andlisis introductorios disefiados para el
presente trabajo no encontramos evidencia de que el Ca?* o proteinas de tipo

PKC o PP2C estuvieran involucradas directamente en la secrecién de las
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proteasas inducidas. Consecuentemente, sera necesario realizar estudios
con un mayor numero de inhibidores de diferentes tipos de proteinas
sefalizadoras y utilizar diferentes concentraciones y estrategias
metodoldgicas para disectar la via de sefializacion que media el proceso de

reconocimiento y respuesta a moléculas fisiolégicas como la albumina sérica.

Anteriormente, Brown et al., (2016) reportd un incremento en la secrecion de
proteinas de micronemos (MIC2 y MIC10) cuando los parésitos fueron
estimuados con BSA. Tras el andlisis por isoelectroenfoque de las proteinas
de secrecidn constitutiva y secrecion inducida, en el presente trabajo
pudimos advertir que efectivamente existen diferencias en la secrecién de un
namero considerable de proteinas cuando los parasitos son expuestos a
BSA, algunas de las cudles ya habian sido identificadas en previos reportes
en productos de secrecidn constitutiva (Zhou et al, 2005). Sin embargo, los
resultados aqui presentados son preliminares, por ello, sera preciso realizar
nuevos experimentos y analizar los resultados mediante espectrometria de
masas para determinar la identidad de las proteinas que muestran cambios

en el patrén de secrecion inducida.

74



10. Conclusiones

1. La exposicion de taquizoitos a diversos componentes de matriz

extracelular no activo a los taquizoitos para la secrecion de proteasas.

2. Los taquizoitos aislados de cultivo celular no tuvieron secrecion de

proteasas bajo ninguna de las condiciones de induccion evaluadas.

3. En respuesta a interaccion de taquizoitos aislados de modelo murino con
BSA, se indujo la secrecién de dos proteasas de 181 kDa y de 235 kDa con
actividad no detectable en los extractos totales.

4. La actividad de ambas proteasas dependié de Ca?* y tuvieron actividades
optimas a pH 7.5 y fueron inhibidas con los quelantes de iones divalentes

EGTA vy 1, 10 fenantrolina a concentraciones desde 1 mM.

5. La albumina sérica bovina (BSA) fue un factor de induccion para la
secrecion de las dos proteasas, pero no correspondié al blanco de hidrolisis

de las mismas.

6. El calcio intracelular, proteinas de tipo PKC y PP2C aparentemente no son
factores medulares para el proceso de secrecion de las proteasas inducidas.

7. Existe una secrecion diferencial de proteinas por taquizoitos de T. gondii
bajo el estimulo con BSA, con el incremento o disminucion de la secrecion de

las mismas.
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11. Perspectivas

1. Caracterizacion de las rutas de sefializacion involucradas en el proceso de

secrecion inducida en el parasito Toxoplasma gondii.

2. ldentificacibn molecular de las proteasas inducidas para su secrecion

mediante espectrometria de masas en la modalidad Label-free.

3. Generacion de anticuerpos especificos contra las proteasas inducidas a
fin de determinar su ubicacion espacial y su papel en el proceso de

diseminaciéon e invasion.

4. Caracterizacion de complejos moleculares asociados a estas proteasas
mediante ensayos de inmunoprecipitacion e identificacién protedmica de los

complejos formados.

5. Desarrollar una cepa KO de cada proteasa, para determinar su papel en
los diferentes procesos bioldgicos llevados a cabo por el parasito durante la

invasion, proliferacion y diseminacion tisular.

6. Analisis del resultado de la interaccion con otras moléculas fisiolégicas, o
con mezclas de las mismas en la expresion o secrecion de proteasas en

taquizoitos aislados del modelo murino y de cultivo celular.

7. Analisis mediante espectrometria de masas de las proteinas que
incrementan o disminuyen su secrecidon en respuesta a BSA, detectadas por

isoelectroenfoque.
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