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Inhibicion de la Cruzaina: estrategia molecular en la busqueda de
nuevos farmacos para el Mal de Chagas
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Chagas.

comportamiento celular final.

Resumen.- Las proteasas se manifiestan como factores patogénicos importantes
de muchas enfermedades parasitarias, ya sea induciendo dafios y facilitando la
invasion en tejidos o salvando metabolitos a partir de las proteinas del
hospedero. Dada la importancia de estas moléculas para la supervivencia de los
parasitos, nuestro trabajo se ha centrado estratégicamente en procurar la
inhibicion de la proteasa clave de T. cruzi, el parasito que causa el mal de
Presentamos aqui un analisis sobre el rol de cada dominio de la
proteasa en el procesamiento molecular y sorteo de la enzima hacia su

Introduccion

La sintesis de nuevos agentes quimio-
terapéuticos para tratar las enfer-
medades infecciosas es una de las
prioridades de la investigacion bio-
logica moderna, pues en muchos casos,
los agentes nocivos han desarrollado
cepas resistentes a los farmacos
actuales. El agente que provoca el mal
de Chagas, se encuentra entre los que
han logrado desarrollar cepas
resistentes, pero se sigue tratando con
fairmacos disefiados en los afios
cincuenta, muy limitados en su eficacia
y peligrosos por su alta toxicidad.

Hasta ahora, los cientificos han
descubierto los fAirmacos a través de un
"método tradicional" de escrutinio
aleatorio de compuestos naturales y
sintéticos. Asi se descubrieron los
medicamentos con que se trata el
Chagas: Nifurtimox y Benzanidazole.
Esta enfermedad es causada por el
parésito Trypanosoma cruziy
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representa un problema de salud muy
grave que afecta a més de 25 millones
de personas en Centro y Sudamérica.
El ciclo de vida del parésito es muy
complicado, con etapas de permanencia
en humanos, animales vertebrados e
insectos. De momento, las dos formas
mas estudiadas de este ciclo son
trypomastigota y amastigota.

Los compuestos contra el Chagas
solamente destruyen la forma
trypomastigota del parasito, por lo que
son efectivos solamente en la fase
aguda de la enfermedad. Sin embargo,
estos medicamentos no elimina el
parasito en la sangre humana y no
tienen efecto en sus formas
reproductivas e intracelulares.
Ademas, tienen efectos colaterales
toxicos, lo que los hace insatisfactorios
para el tratamiento del Chagas a largo
plazo y son inttiles para prevenir el
paso a la forma crénica de la
enfermedad.



Se impone, por lo tanto, la busqueda de
nuevos medicamentos. Los hallazgosy
avances cientificos de las ultimas dos
décadas, abren posibilidades para la
utilizacion de una estrategia enfocada y
econdmicamente rentable en el disefio
de mejores formacos. Esta estrategia
alternativa, conocida como "disefio
basado en la estructura," se debe al
cumulo de informacion obtenida
recientemente sobre las secuencias de
genes que codifican moléculas de
enzimas (McKerrow, 1993).

Con esta estrategia alternativa en la
busqueda de farmacos nuevos para
tratar el Chagas y en colaboracion con
la Universidad de California de San
Francisco, se ha implementado un
trabajo multidisciplinario que mediante
una combinacién de tecnologias
modernas usando biologia molecular,
cristalografia de rayos X, quimica
organica, bioquimica y biologia celular
permite producir y ensayar un
sinnumero de compuestos -quimicos
disenados estratégica y especifica-
mente para inhibir las enzimas cisteino-
proteasas de varios parasitos de
humanos (McGrath, et al., 1993).

Las proteasas son factores importantes
de la patogenicidad de los parasitos que
pueden inducir dafios en los tejidos y
facilitar la invasion de células
hospederas. Ademas, con frecuencia
permiten que los parasitos recuperen
metabolitos a partir de proteinas del
huésped.  El trabajo que aqui se
presenta parte de la premisa de que la
accion de un nuevo farmaco debe
dirigirse contra estas enzimas proteasas
(McKerrow etal., 1993).
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La proteasa que se trata de inhibir o
inactivar en el caso del parasito
Trypanosoma cruzi es la molécula de
"cruzaina", cuya participacion se ha
propuesto en muchos procesos, como el
metabolismo celular del parasito, la
interaccion con los macrofagos y la
invasiéon y adhesion a células
hospederas. Se ha descubierto que la
adicién de inhibidores de cisteino-
proteasas genéricos impiden la
replicacion y la diferenciacién
(metamorfosis) de los parasitos T. cruzi
en experimentos in vitro, lo que hace
presumir la importancia de la cruzaina
para el parasito..

La ilustracién 1 muestra esque-
maticamente la estrategia utilizada: El
gene que codifica la proteasa cruzaina se
clon6 primeramente en un plasmido
vector y se expreso en bacterias de
Escherichia coli (Eakin et al., 1993).
Este avance permitié la produccion de
grandes cantidades de cruzaina. En los
estudios preliminares se encontraron
algunos compuestos inhibidores muy
activos contra la cruzaina. Cuando se
dispone de mucha cruzaina, es posible
cristalizarla y determinar su estructura
tridimensional. El conocimiento de la
estructura permitie la simulaciéon de
inhibidores por graficos compu-
tarizados y el subsecuente disefio y
elaboracion de un sinnumero de
compuestos nuevos. Los compuestos
que se consideran "prometedores" se
prueban en ensayos in vitro y también
por co-cristalizacion con la molécula de
cruzaina, lo que nuevamente provee
mayor informacion sobre la interaccion
de cruzaina con el inhibidor. Esto
conlleva una vez mas a la ronda de
diseno-elaboracion, ensayos in vitro y
nuevamente co-cristalizacion.
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[lustraciéon 1. Estrategia alternativa de disenio basado en la estructura, dirigida contra

la enzima Cruzaina de T, cruzi.

Todo compuesto inhibidor-prometedor
se somete a un analisis riguroso de
toxicidad en animales infectados
experimentalmente. Los compuestos
mas prometedores con los que se cuenta
son inhibidores reversibles e
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irreversibles. A la fecha, el mejor
compuesto irreversible, denominado
K11002, es un seudo péptido analogo
del substrato de la enzima cruzaina
(1lustracion 2).
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Ilustracion 2. Molécula de cruzaina con el inhibidor irreversible (color oscuro), ligado en su sitio

activo.

Un trabajo complementario que forma
parte de la misma estrategia es la
produccion (expresion) y manipulacion
de la secuencia génica (mutagenesis) de
cruzaina, para expresar cruzaina
alterada, ya no en bacterias de
Escherichia coli, sino dentro del mismo
parasito Trypanosoma cruzi. El obje-
tivo es estudiar la interaccion de las
formas alteradas (mutantes) de cruzaina
con los compuestos inhibidores-
prometedores, asi como también el
comportamiento bioquimico y celular
de las cruzainas mutantes, y especifica-

-HISLAND

mente su procesamiento y sorteo de
compartimentos celulares.

Las cisteino-proteasas de los parasitos
trypanosomatidas se sintetizan en las
células como proteasas precursoras que
contienen un péptido sefial hidrofébico,
un dominio amino-terminal de 100-120
aminoacidos de longitud, un dominio
catalitico (parte activa) de 200-210
aminodcidos y un dominio terminal
carboxilico de 100-130 aminoécidos de
longitud (ilustracién 3).
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Tlustracion 3. La molécula de cruzaina esta formada por tres dominios: amino, catalitico y
carboxi-terminal. Enla ilustracion, las regiones de corte autocatalitico estan designadas A 'y B.

A'muestra el area de mutacion (ver métodos).

71



ENCUENTRO / ANO XXXt/ No. 52 / 2000

No se conoce la funcion especifica del
dominio carboxilico, extension ausente
en la mayoria de las cisteino-proteasas
conocidas. Por su parte, el dominio
amino-terminal tiene dos funciones:
mantener a la enzima precursora en su
forma 1nactiva hasta alcanzar su
ubicacion precisa en el compartimento
celular en donde sera activada; y guiar
el proceso de plegamiento
tridimensional de la enzima. Esta
investigacion analiza el rol de los
dominios de cruzaina en el
procesamiento y sorteo de la enzima
hacia el compartimento celular final.

Materiales y métodos

Cultivo de parasitos. Los parasitos
(clon MHOM/BR/78/Sylvio-X10-
CL7) se cultivaron en medio LIT que
contiene triptosa/infusién de higado y
suero fetal bovino al 10%. La
incubacion se realizdé a 27°C. Los
parasitos se cosechaban a una densidad
de 1-5 x 10'células/ml.

Amplificacion de PCR. La reaccidn de
la polimerasa en cadena (PCR) fue de
50 pl y contenia dos unidades de

polimerasa Pwo, 100 ng de primers y 2
ng de ADN plasmido. Se utilizé un
termociclador Perkin-Elmer. Todas las
reacciones de PCR se realizaban en no
mas de 25 ciclos, los cuales consistian
en desnaturalizacién a 94°C por un
minuto, emparejamiento a 55°C por un
minuto y extension a 72°C por dos
minutos.

Construccion de plasmidos. Todos los
plasmidos utilizados para la expresion
de proteinas recombinantes en 7. cruzi
se originaron de los plasmidos pT
(Kelly et al., 1992) y pCheYTc (Eakin
et al., 1993). El primero es un vector
especifico para T. cruzi y el segundo
contiene la secuencia entera del gen de
cruzaina. Se sintetizaron los iniciadores
tomando en cuenta las regiones génicas
segun el proposito previsto para cada
plasmido.  Todos los plasmidos
incluyeron la secuencia del gen de la
proteina de fluorescencia verde (GFP),
que se utiliza como marcador de la
expresion en este trabajo. El cuadro 1
muestra un listado de los plasmidos
construidos y de las regiones de genes
que se incluyeron (Huete-Pérez et al.,
1999).

Cuadro 1

PLASMIDOS UTILIZADOS EN TRANSFECCIONES DE T. CRUZI
Plasmidos Proteinas expresadas
pT-GFP Proteina de fluorescencia verde (GFP)
pT-Pro-GFP Dominio amino-terminal + GFP
pT- ProCat-GFP Dominios amino-terminal y catalitico + GFP
pT-GFP-Ctd GFP + dominio carboxi-terminal
pT- Pro’Cat-GFP Dominios amino- y catalitico (mutacion) +

GFP
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Transfeccion. El procedimiento de
transfeccion utilizado fue una
modificacion del protocolo de Higuchi
etal.(1988). Cuatrocientos microlitros
de parasitos se transfectaron con 10 pug
de ADN de plasmido. Los parasitos
transformantes se seleccionaron
mediante la adicion gradual de
gentamicina G418 hasta una
concentracion final de 200 pg/ml.

Mutagénesis. Las mutaciones del gen
de la cruzaina se realizaron por PCR
‘usando ADN de plasmido vy
reinsertando los fragmentos de
amplificacién en los plasmidos
correspondientes.

Deteccion de GFP/ Microscopia. La
fluorescencia de GFP y de las proteinas
ligadas a la GFP se determin6é por
microscopia de fluorescencia, usando
la excitacién y emisién de FTC. La
microscopia electrénica se efectud con
pruebas de anticuerpos contra la GFP y
contra cruzaina.

Resultados

El dominio amino-terminal de Ila
cruzaina precursora es absolutamente
necesario para el direccionamiento
(sorteo) de la proteasa hacia su destino
final los lisosomas. Los plasmidos pT-
ProGFP y pT-ProCatGFP, - que
contienen el dominio amino-terminal
precediendo, respectivamente, a la
proteina GFP y la region catalitica mas
la proteina GFP -, condujeron a ambas
secuencias peptidicas hacia los
lisosomas. Se observa la intensidad de
la fluorescencia de GFP en los
lisosomas de T. cruzi, los que se ubican
en los extremos posteriores del parasito
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(ilustracion4). También se confirm¢ la
localizacion de las proteinas usando
una sonda marcadora de fluorescencia
para estructuras de bajo pH. Se
confirmé, ademads, por microscopia
inmuno-electrénica usando anticuerpos
para GFP y para la regién catalitica de
cruzaina. No hubo sorteo hacia los
lisosomas en los casos en que se uso la
proteina GFP como control. Tampoco
hubo sorteo cuando se uso6 el dominio
carboxilico posterior a GFP (pT-GFP-
Cat), pero sin incluir el dominio amino-
terminal.

Se construy6 un plasmido en el que se
alter el sitio de corte entre el dominio
amino-terminal y el catalitico
(ilustracion 3). Por el método de
Western Blot se comprobd que la
cruzaina alterada en dicha region no
permitio el corte para liberar la region
catalitica. La ilustracion 5 muestra que
la eliminacion del corte del dominio
amino-terminal conlleva a una
acumulacion de la fluorescencia, esta
vez no en los lisosomas sino en otro
compartimento - el aparato de Golgi.

Las anormalidades del aparato de Golgi
causadas por la eliminacion del corte se
estudiaron por microscopia electronica.
En la ilustracion 6 se observan grandes
vesiculas cercanas al nucleo,
especificamente en la region del Golgi.

En este trabajo se hizo un alineamiento
del dominio amino-terminal de
cruzaina con el de proteasas homologas
de otros organismos. Se observa gran
similitud entre éstas y la presencia de un
fragmento de nueve aminoacidos
altamente conservado. En la estructura
tridimensional de esta region puede
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Ilustracion 4. La localizacion de la fluorescencia de proteinas/GFP en los parasitos varid en
dependencia de la inclusién/ausencia del dominio amino-terminal de cruzaina. Ay D cerresponden

a los plasmidos pT-GFP y pT-GFP-Cat; B y D corresponden a los plasmidos pT-ProGFP y pT-
ProCatGFP, respectivamente.
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Nustracién 5. Lalocalizacion de las proteinas (su fluorescencia) se localiza en laregion del Golgi en
los casos en que el sitio de corte autocatalitico se alterd para impedir el procesamiento de la cruzaina.

[ustraciéon 6. Células de T. cruzi mostrando alteraciones morfoldgicas en forma de vesiculas
grandes en laregion del Golgi.
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verse que dicho fragmento esta ubicado
entre dos hélices, en un lugar muy
estratégico con gran posibilidad de
interaccion hacia el exterior de la
molécula. En el caso de la proteasa
catepsin L, este fragmento desempefia
unrol importante para la asociacion de la
proteasa con membranas celulares. La
hipétesis era de que el fragmento
correspondiente en cruzaina podria
también ser la parte de ligacion de la
cruzaina con un supuesto receptor
(ilustracion 7).

Se crearon mutaciones en algunos de los
aminoacidos contenidos en el fragmento
de nueve aminoécidos y se encontro que
las mutaciones de los aminoacidos
contenidos entre la lisina K44 y arginina
R47 (numeracion de cruzaina)
conllevan a una falla del sorteo de
proteinas hacia los lisosomas. Estos
productos se desplazan mdas bien por
todo el citoplasma y el flagelo, muy
similar a lo que ocurre cuando la
proteina GFP se expresa con los
plasmidos controles.

Discusion

En los paises subdesarrollados, los
cambios demograficos y ambientales y,
principalmente, la pobreza y la falta de
voluntad politica, agravan los
problemas de salud que, en su mayoria,
son enfermedades infecciosas. Estas
enfermedades infecciosas emergentes y
re-emergentes continiian siendo la causa
principal de muerte en los paises
tropicales. La incidencia de muchas de
estas enfermedades podria
incrementarse hasta convertirse en un
problema de salud piblica mundial con
repercusiones econdmicas
incalculables.
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Actualmente se plantean muchas
dificultades para producir
medicamentos nuevos,aunque su
necesidad esvidente. Una dificultad se
plantea porque los los fondos
internacionales para la investigacion de
las enfermedades originadas por
parasitos son muy limitados, porque las
grandes compafias farmacéuticas
tienen muy poco interés en invertir en
medicamentos para parasitosis. Otra
dificultad es la capacidad de cambio y
adaptacion de los microorganismos por
su sorprendente plasticidad gendmica,
que facilita el surgimiento de cepas y
clones de parasitos altamente resistentes
alos antibioticos.

Una estrategia moderna en la biisqueda
de nuevos farmacos contra las
enfermedades parasitarias incluye
técnicas de biologia molecular. Este
estudio es parte de los trabajos que se
llevan a cabo como parte del programa
de investigaciones para dar respuesta al
mal de Chagas en Nicaragua.

Se ha logrado demostrar que el dominio
amino-terminal de cruzaina es necesario
y suficiente para sortear la proteasa al
compartimento correcto: los lisosomas.
Este sorteo ocurre independientemente
de la presencia o ausencia del dominio
carboxi-terminal. Se demostré que esta
region no es necesaria para el sorteo, al
menos en la fase epimastigota que fue la
que se utiliz6 en estos estudios.

El equipo investigador demostrd que el
dominio amino-terminal es removido
del resto de la cruzaina por un proceso
autocatalitico (Eakin et al., 1993). Aqui
se demuestra que, cuando este mismo
dominio amino-terminal se queda unido
al resto de lamolécula, no ocurre el



sorteo de ésta hacia los lisosomas, en
donde debera realizar su funcién
enzimatica. La accion de este efecto se
acompaifia de una malformacion a nivel
del Golgi, probablemente debida a la
acumulacion de proteina precursora sin
procesar.

Un fendémeno muy similar de
aberracion morfolégica se encontr6 con
la accion de algunos inhibidores (Engel
et al., 1998). Esta observacion nos
lleva a la conclusion de que los
inhibidores reversibles o irreversibles
de cruzaina pueden estar inhibiendo la
cruzaina precisamente por impedir el
corte autocatalitico, y que esta
inhibicién ocurre sin dudas en un
compartimento post-Golgi de pH é4cido.
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Este hallazgo es muy importante para el
disefio de farmacos a partir de
inhibidores de la cruzaina.

En este trabajo se ha encontrado un
fragmento de nueve aminoacidos que es
la parte de la molécula de cruzaina que
debera actuar como enlace de un
posible receptor de membranas. Este
fragmento es altamente conservado. La
cruzaina de T. cruzi y las moléculas
homologas de otros organismos utilizan
este mecanismo de sorteo que es
diferente del mecanismo dependiente
de manosa-6-fosfato (M6P). Parte del
trabajo en el Centro de Biologia
Molecular de la UCA esta orientado a la
deteccion y purificacion de la supuesta
molécula-receptora.
55
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Ilustracién 7. Alineamiento de la regién amino-terminal de proteasas homélogas de varios
organismos. Dentro del cuadro se muestra el fragmento de nueve amino acidos implicado en
el enlace con el receptor. Abajo se muestra la estructura tridimensional de esta region de
cruzaina. Los amino 4cidos alterados estdn ubicados en la regién comprendida entre ambas

hélices.
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