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Resumen. Mediante dos métodos de ensayo de peptidasas, uno en fase lí-
quida y otro en fase gel (zimografía en geles), se detectó una peptidasa, en ex-
tractos proteicos crudos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, provenien-
tes de un área rural de Venezuela endémica para el mal de Chagas. La pepti-
dasa mostró actividad en el intervalo de pH comprendido entre 2,0 y 2,9. Bajo
las condiciones experimentales descritas, la peptidasa resultó insensible a
concentraciones usuales de inhibidores clásicos de peptidasas de tipo: serina,
cisteína, metalo-peptidasas y aspártico. No obstante, a semejanza de la pepsi-
na porcina a pH 2,9, la peptidasa es inhibida en presencia de 5mM DTT.

Description of an acidic peptidase, insensitive to classical
inhibitors, in protein extracts of Trypanosoma cruzi, from a
rural area of Venezuela, where Chagas disease is endemic.
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Abstract. Through two peptidase assay methods, one in liquid-phase and
another, in gel-phase (gel zymography), an acid peptidase was detected in
protein crude extracts of epimastigotes of Trypanosoma cruzi, from a rural
area of Venezuela where Chagas disease is endemic. The peptidase shows ac-
tivity at a pH range between 2.0 and 2.9. Under the experimental conditions
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described, the acid peptidase was insensitive to usual concentrations of
peptidase inhibitors of the types: serine, cysteine, aspartic and metallo-
peptidases. Nevertheless, like porcine pepsin at pH 2.9, the peptidase was in-
hibited in the presence of 5mM DTT.
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INTRODUCCIÓN

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) un pro-
tozoo, parásito intracelular, es el agente
causante de la enfermedad de Chagas, en-
démica de América Latina, en donde entre
el 30 al 40% de los individuos infectados de-
sarrollan una enfermedad crónica debilitan-
te, caracterizada por cardiomiopatía y/o
trastornos digestivos que produce entre
20.000 a 50.000 muertes anuales (1). La
Organización Mundial de la Salud estima
200.000 nuevos casos de la enfermedad de
Chagas anuales, lo que representa, después
de la malaria y la esquistosomiasis, la terce-
ra infección parasitaria más común en todo
el mundo (2, 3). En Venezuela, según el úl-
timo anuario de mortalidad del Ministerio
del Poder Popular para la Salud, el Chagas,
causó 744 decesos, ocupando el puesto die-
ciocho de las causas de muerte ocurridas en
nuestro país (4).

La enfermedad de Chagas constituye
un importante problema de salud pública,
debido a que no se han desarrollado vacu-
nas y no existen medicamentos profilácticos
para prevenir la infección por T. cruzi. Aún
más, desde 1960, el benznidazol y nifurti-
mox, son los únicos medicamentos aproba-
dos para el tratamiento de la enfermedad,
estos fármacos son efectivos durante la fase
aguda de la infección, pero, tienen escasa
efectividad en la fase crónica de la enferme-
dad (5). Por tal situación, actualmente se
realizan esfuerzos, tanto para el desarrollo
é identificación de nuevos enfoques quimio-
terapéuticos (6) y/o en el desarrollo de una
vacuna (7).

En otro orden de ideas, las enzimas
proteolíticas, proteinasas, proteasas o pep-
tidasas, son un grupo diverso de biomolécu-
las, cuya función catalítica es hidrolizar los
enlaces peptídicos presentes en proteínas y
péptidos. Dependiendo del aminoácido o
ion que participa en el mecanismo molecu-
lar de hidrólisis del enlace peptídico, las
peptidasas se clasifican en: proteinasas de
tipo: serina, treonina, cisteína, metalo, as-
pártico y glutámico (8).

Las peptidasas, desempeñan funciones
regulatorias de procesos fisiológicos celula-
res fundamentales, como por ejemplo: ciclo
celular, apoptosis, autofagia, repuesta in-
mune, cicatrización, digestión. Donde su
acción, es estrictamente controlada, la des-
regulación de la actividad de tales enzimas,
ha sido evidenciada en numerosas patolo-
gías, entre las que mencionaremos: diabe-
tes, enfermedades cardiovasculares, neuro-
degenerativas y cáncer (9).

El estudio de las peptidasas en parási-
tos protozoarios ha atraído considerable
atención en la última década, ya que algu-
nas de estas enzimas, desempeñan un im-
portante papel en la interacción hospede-
ro/parásito, como factores de virulencia,
que promueven: destrucción tisular, infla-
mación, evasión de la respuesta inmune. Un
ejemplo particular en Trypanosoma cruzi,
lo representa la oligopeptidasa B, una seri-
na proteasa, que participa en la invasión del
parásito a células del hospedero (10, 11).
Las peptidasas, también participan en la fi-
siología del parásito, por ejemplo, la degra-
dación de proteínas del hospedero para su
nutrición (12).
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De lo anteriormente expuesto, se de-
duce, que las peptidasas, son prometedoras
dianas para el diseño de novedosos agentes
antimicrobianos y/o vacunas, contra la en-
fermedad de Chagas. En el presente traba-
jo, se aportan evidencias que sugieren, la
existencia de una actividad peptidasa ácida
inédita, insensible a inhibidores clásicos de
proteasas, incluyendo la pepstatina A, de-
tectada en extractos de proteínas crudos,
de un aislado de Trypanosoma cruzi, prove-
niente de una zona rural de Venezuela, en-
démica para el mal de Chagas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los inhibidores de proteasas tipo seri-
na: fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF.;
tipo cisteína: L-trans-epoxisuccinil-leucila-
mida-(4-guanidino)-butano (E64); tipo áci-
do aspártico: pepstatina-A; tipo metalopro-
teasas: ácido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y el solvente dimetilsulfóxido
(DMSO), el ácido fórmico y el cloruro de
calcio, fueron obtenidos de Calbiochem
(San Diego, Estados Unidos).

Los reactivos para estimar la concen-
tración de proteínas, mediante reacción del
ácido bicinconínico (BCA™) usando albú-
mina bovina como estándar; los reactivos
para medir actividad de proteasas: Quanti
Cleave™ Protease Assay Kit; el reactivo para
lisar y extraer proteínas de células Y-Per™
protein Extraction Reagent; el reactivo qui-
mioluminiscente Super Signal™ West Dura
Extended Duration Substrate fueron de
Thermo Fischer Scientific. Inc. (Rockford,
Estados Unidos).

Dodecilsulfato de sodio (SDS), Tris,
glicina, persulfato de amonio, de BIO-RAD
(Hercules, Estados Unidos).

Glicerol, bromofenol, Tritón X-100,
azida de sodio, gelatina libre de proteasas,
proteasas de referencia: pepsina porcina,
tripsina, papaína y colagenasa, hemoglobi-

na, anticuerpo monoclonal anti alfa-tubuli-
na de Sigma (San Louis, Estados Unidos).

El anticuerpo anti-IgG de ratón conju-
gado a peroxidasa fue obtenido de Santa
Cruz Biotechnology Inc (Santa Cruz, Esta-
dos Unidos).

El patrón de pesos moleculares provi-
no de Bench Mark™ Invitrogen (Nueva
York, Estados Unidos).

Cultivo y lavado de Epimastigotes
de aislado de T. cruzi

El aislado de campo de T. cruzi fue ob-
tenido por xenodiagnóstico, como ha sido
previamente descrito por Carrasco (13), a
partir de mamíferos de vida silvestre (Di-

delphis marsupialis), capturados transito-
riamente, en áreas rurales del estado Sucre
de Venezuela. El aislado fue crecido en me-
dio bifásico agar-sangre, seguido por cultivo
en medio RPMI 1640 suplementado, como
ha sido descrito por Miles (14). Los epimas-
tigotes, se cosecharon en fase logarítmica
de crecimiento, a una densidad promedio
de alrededor a 2 × 107 parásitos/mL (15),
se lavaron tres veces consecutivas (900 × g,
15 min) con buffer Tris- salino: 10 mM
Tris-Cl pH 7,5, 150 mM NaCl a 4°C. Al final
del tercer lavado, el sedimento se pesó y de-
pendiendo de la disponibilidad de parásitos,
se disolvió a una relación mínima entre
6-9 mg o máxima entre 12 a 18 mg, en un
volumen final de 1,63 mL de buffer formia-
to 50 mM pH 2,9, 100 mM NaCl, 5 mM
CaCl2, suplementado con 1mM PMSF,
0,1 mM E64, 5 mM EDTA (Buffer formiato
suplementado con inhibidores de peptida-
sas).

Lisis de epimastigotes, obtención
de extractos proteicos crudos

Los epimastigotes se lisaron por soni-
cación, usando un sonicador Branson, mo-
delo 250, a una potencia de 12 watts, –14°C
en tubos plásticos (polipropileno) de 15mL

Investigación Clínica 54(3): 2013

272 Zambrano y col.



de capacidad, fondo cónico, sumergidos en
etanol-hielo, en algunos casos preliminares,
se usaron tubos de micro-centrífuga de
1,5 mL (ver más adelante). El procedimien-
to total duro 2 min, divididos en seis even-
tos de 20 segundos de duración, con pausas
de 30 segundos. El sonicado, se centrifugó
a 12000 × g por 30 min a 4°C, se recuperó
el sobrenadante (extracto proteico crudo),
las proteínas se estimaron mediante el en-
sayo BCA™ Pierce y los ensayos de actividad
peptidasa se realizaron inmediatamente.

Efecto de la pre-incubación con distintas
concentraciones de pepstatina A,
sobre peptidasa presente en extracto
crudo de T. cruzi y sobre la pepsina
porcina

Entre 15 y 25 µg de proteínas totales
del extracto proteico crudo, contenidos en
292,5 µL de buffer formiato suplementado
con coctel de inhibidores de peptidasas o sin
el coctel, se preincubaron por 60 min a tem-
peratura ambiente, con distintas concentra-
ciones finales de pepstatina A, a saber: 1, 10,
20 y 100 µM, en un volumen final de 300 µL.
En las distintas condiciones, el volumen de
inhibidor (7,5 µL) fue a lo sumo, el 2,5% del
volumen final de reacción. Controles, consis-
tiendo de 2,5% DMSO v/v, se realizaron,
para descartar la acción de este solvente, so-
bre la peptidasa ácida de T. cruzi y/o la pep-
sina (16). La pepstatina A y los otros inhibi-
dores excepto el EDTA, se disolvieron en
DMSO. Al final de la pre-incubación, se de-
terminó el efecto de las distintas concentra-
ciones del inhibidor, sobre la actividad de la
peptidasa ácida, empleando hemoglobina
como sustrato (ensayo en fase líquida) y/o
gelatina (ensayo en fase gel, zimografía en
gel). Con el propósito de verificar la eficacia
del inhibidor pepstatina A en las condiciones
experimentales descritas, se estudió el efec-
to de la pre-incubación de la pepsina porcina
y con el inhibidor, en relación a la condición
control, 2,5% v/v de DMSO en buffer formia-

to, suplementado o sin suplemento, con in-
hibidores de peptidasas. Luego se realizó la
reacción de hidrólisis de hemoglobina. Ver
próxima sección.

Ensayos de actividad peptidasa en fase
líquida. Hidrólisis de hemoglobina

La actividad de la peptidasa ácida, pre-
sente en los extractos proteicos crudos y de
la pepsina porcina, se determinó en fase lí-
quida, empleando el método original de
Anson (17) con ligeras modificaciones al
ensayo original como describe Hirasawa
(18). Brevemente, distintas cantidades de
pepsina, que variaron entre un mínimo de
14,6 µg a un máximo de 219,4 µg totales,
se pre-incubaron por una hora a temperatu-
ra ambiente con diferentes concentraciones
finales de pepstatina A: 0,1, 1, 10 y 100 µM
y 5 mM DTT, en un volumen final de 300 µL
de buffer formiato pH 2,9. Al final de la
pre-incubación, 80 µL de pepsina pre-incu-
bada o sin pre-incubación con el inhibidor
(DMSO al 2,5% v/v ) conteniendo (entre 8 a
80 µg totales de la enzima) u 80 µL extrac-
to crudo de T. cruzi, conteniendo entre 2 a
7 µg de proteínas totales en buffer formia-
to, se añadieron a 400 µL de hemoglobina
al 0,2% p/v en buffer 50 mM formiato pH
2,9, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0,025%
NaN3, contenidos en tubos de micro-centrí-
fuga de 1,5 mL de capacidad, pre-equilibra-
dos a 43 ± 0,1°C por 30 min, en bloque de
calentamiento VWR brand™.

La reacción se incubó por una hora,
para el caso de la pepsina (en algunos casos
por 19 horas, cuando la cantidad total de
pepsina añadida a la hemoglobina fue de 8
µg) y por 19 horas, para el caso de el ex-
tracto crudo de T. cruzi. La reacción se fi-
nalizó, por precipitación de las proteínas
mediante, la adición de 800 µL de ácido tri-
cloroacético al 5% v/v frío, se agitó vigoro-
samente y dejó 30 min en hielo, luego se
centrifugó a 10000 × g a 4°C por 15 min,
se retiró cuidadosamente el sobrenadante y
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se midió la absorbancia correspondiente a
los péptidos solubles a 280 nm. Para cada
condición, el ensayo se realizó por triplica-
do. Se usó un espectrofotómetro Smartspec
3000™ BIO-RAD y cubetas de cuarzo
semi-micro de BIO-RAD, para medir la ab-
sorbancia a 280 nm, en un volumen de
0,5 mL de cada sobrenadante.

Previamente, se verificó bajo condicio-
nes experimentales y tiempos reacción des-
critos, cantidades crecientes, (en un inter-
valo entre 2 y 6 µg totales de proteínas ex-
traídas de T. cruzi), producen un incremen-
to de hidrólisis del sustrato que resultan en
un aumento gradual de la absorbancia a
280 nm, en un intervalo entre 0,01 y 0,15
unidades de absorbancia. Ensayos similares
se realizaron para la pepsina entre 8 y
80 µg totales que producen entre 0,07 a 1,2
unidades de absorbancia.

En cada ensayo se usaron los siguien-
tes blancos: absorbancia cero, absorbancia
de los reactivos, 480 µL de buffer de formia-
to suplementado con inhibidores, sin hemo-
globina disuelta, tratado con 800 µL de áci-
do tricloroacético al 5% v/v, de forma idén-
tica a como ha sido descrito. Absorbancia
cero, blanco.

La absorbancia correspondiente a los
péptidos solubles liberados por hidrólisis es-
pontánea de la hemoglobina, en ausencia
de enzimas añadidas, a tiempos y condicio-
nes de reacción. Este valor se resto a la ab-
sorbancia blanco. (Ver más adelante ensa-
yos preliminares, inactivación térmica).

En cada caso, se reporta el valor de ab-
sorbancia neta, valor correspondiente a la
acción de las enzimas (pepsina o extracto
proteico de T. cruzi) en presencia de
DMSO, comparado al valor de enzimas
pre-tratadas con pepstatina A, luego de ha-
ber sustraído el valor de la hidrólisis espon-
tánea de hemoglobina y la absorbancia
blanco.

Adicionalmente, preliminarmente se
verificó, que la adición al sustrato (hemo-

globina disuelta 0,2% p/v en buffer formia-
to) de cantidades equivalentes en proteínas
a las usadas en los ensayos con el extracto
proteico de T. cruzi, previamente inactiva-
das por desnaturalización térmica, median-
te el calentamiento de la suspensión de pa-
rásitos por 5 min a 100°C. Tales extractos
(luego del tratamiento de precipitación de
proteínas con ácido tricloroacético), resul-
taron en la producción de péptidos solu-
bles, idénticos a los valores obtenidos, para
la hidrólisis espontánea de la hemoglobina.

La inactivación térmica se realizó de la
siguiente manera, 294 µL de suspensión de
parásitos en buffer formiato, se le añadió
6 µL de SDS al 10% p/v, para lograr una
concentración final de 0,2% v/v SDS, en
tubo de microcentrífuga de 1,5 mL, el tubo
se mezcló gentilmente con vortex suave y
sumergió inmediatamente en agua hirvien-
do (100°C), por cinco min, luego, se pasó a
hielo por 1 min, seguidamente se centrifu-
gó a 12000 × g por 30 min. Procedimiento
descrito por Paba y col. (19). Se tomó 80
µL del sobrenadante y se estudio su acción
sobre hemoglobina como ya ha sido descri-
to. Es importante destacar, que con los mé-
todos de ensayo utilizados, no pudimos de-
tectar actividad peptidasa en estos sobrena-
dantes.

Las proteínas presentes en tales sobre-
nadantes, se visualizaron por SDS-PAGE al
12% según Laemmli (20) y tinción de Coo-
massie (solo en sedimentos cuyo peso fue
igual o superior a 15 mg), pudiéndose apre-
ciar diversos polipéptidos y especialmente
la alfa tubulina, confirmada mediante inmu-
noblot, según Towbin (21), usando un anti-
cuerpo monoclonal, diluido 1/800 en TBST,
empleando anticuerpo secundario, anti-
IgG de ratón conjugado a peroxidasa dilui-
do 1/3500. Revelando con quimioluminis-
cencia, usando Super Signal™ Pierce.

En el caso de la pepsina, una unidad
de actividad fue definida como la cantidad
de enzima que produce un cambio en 7 ×
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10–2 unidades de absorbancia a 280 nm en
una hora. Mientras para el extracto de T.

cruzi, una unidad de actividad se definió,
como la cantidad de enzima que produce
un cambio de 1,8 × 10–3 unidades de absor-
bancia a 280 nm en una hora. Se aplicó a
los resultados la prueba de T pareada. Los
resultados que se muestran resumen un ex-
perimento típico, pero un comportamiento
similar se observó en cinco preparaciones
independientes.

Ensayos de actividad peptidasa en fase gel
(zimografía en gel)

De manera simultánea y complementa-
ria, a los ensayos en fase líquida descritos,
se estudió en paralelo, la actividad gelatina-
sa de los extractos de T. cruzi, pretratados
con 2,5% v/v DMSO o con distintas concen-
traciones de pepstatina A. Los ensayos de-
nominados “zimografía en gel” se realiza-
ron usando gelatina como sustrato, la cual,
fue copolimerizada al 0,2% v/v en geles de
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). Se em-
pleó, con ligeras modificaciones el método
de Heussen & Dowdle (22). Brevemente en-
tre 1,2 a 1,5 µg de proteínas totales de ex-
tracto proteico de T. cruzi contenidos en
28 µL, que habían sido preincubados en
buffer formiato suplementado con los inhi-
bidores, mencionados previamente, así
como también, en presencia de diferentes
concentraciones de pepstatina A: 1, 10, 20
y 100 µM, se solubilizaron, sin calentamien-
to, por 30 min a temperatura ambiente, en
un volumen final de 32 µL de buffer de
muestra, sin agente reductor, cuya compo-
sición y concentración final fue la siguien-
te: 62,5 mM Tris-Cl pH 6,8, 25% glicerol,
2% p/v SDS, y 0,01% p/v bromofenol. En al-
gunos casos, el buffer de muestra se suple-
mentó con una concentración final de
5 mM o 84 mM DTT. Transcurrida la elec-
troforesis, los geles fueron lavados dos ve-
ces sucesivas, 15 min cada vez, con 50 mL
de Triton x-100 al 2,5% v/v a 4°C. Posterior-

mente, se lavaron tres veces sucesivas por
10 min cada vez, con agua ultrapura fría
4°C, luego se pre-incubaron por 19 horas a
35°C en buffer 50 mM formiato pH 2,9,
100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0,025% p/v
NaN3, suplementado en algunos casos con
5 mM DTT. La actividad de peptidasa se re-
veló como zonas claras después de la tin-
ción del gel con 0,1% p/v de azul de Coo-
massie, Brilliant Blue R-250.

Dependencia de la actividad peptidasa
a distintos pH en extractos proteicos
obtenidos por lisis de cepa Y de T. cruzi

En principio, realizamos ensayos preli-
minares con la cepa Y de T. cruzi, crecida
en medio infusión, hígado, triptosa (medio
LIT), en estos ensayos, establecimos proce-
dimientos metodológicos de ruptura y ob-
tención de extractos proteicos crudos, para
estudiar actividades peptidasas. Inicialmen-
te con los sobrenadantes obtenidos, se rea-
lizó mediante zimografía, un análisis de la
actividad peptidasa, a distintos valores de
pH: 2, 4, 6, 8 y 10. En estos ensayos previos,
se extrajeron las proteínas con los procedi-
mientos mencionados, usando Y-PER™
(Pierce) como buffer de extracción de pro-
teínas. Partiendo de sedimentos de parási-
tos cuyos pesos frescos, oscilaron entre 6 y
9 mg de proteínas. Luego de lavar los pará-
sitos, el sedimento se suspendió en 250 µL
de Y-PER™ Pierce, en tubos de micro-cen-
trífuga de 1,5 mL e inmediatamente se so-
nicó como ha sido descrito.

El sobrenadante resultante, se dividió
en dos porciones de 100 µL conteniendo
entre 10 y 12 µg de proteínas totales por
porción, que se solubilizaron respectiva-
mente, en 200 µL buffer de muestra sin y
con agente reductor a una concentración fi-
nal de 84 mM DTT, cuya composición ha
sido mencionada en la sección zimograma
en gel. Los sobrenadantes se solubilizaron a
temperatura ambiente y se separaron por
electroforesis, en geles copolimerizados con
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gelatina usando peine preparativo. Al final
de la corrida y procesamiento de los geles
para extraer el SDS, los geles se dividieron
mediante cortes verticales, en cinco porcio-
nes similares, que se incubaron a 35°C por
18 horas en los siguientes buffer de incuba-
ción, suplementados con 5mM DTT o sin el
agente reductor:

– 50 mM Glicina pH 2,0; 2,5 mM CaCl2;
0,025% p/v NaN3,

– 50 mM acético/acetato pH 4,0; 2,5
mM CaCl2; 0,025% p/v NaN3;

– 50 mM MES pH 6,0; 2,5 mM CaCl2;
0,025% p/v NaN3

– 50 mM Tris pH 8,0; 2,5 mM CaCl2;
0,025% p/v NaN3

– 50 mM CAPS pH 10; 2,5 mM CaCl2;
0,025% p/v NaN3

Los geles se tiñeron con Coomassie.
En todos los casos, los geles se fotografia-
ron mediante Versac Doc™ 4000MP ima-
ging System de BIO-RAD.

Se estudió, el efecto de la preincuba-
ción por una hora a temperatura ambiente,
de extractos proteicos de aislado de T cruzi,
con 200 µM E64, se analizó el efecto me-
diante zimografía en gel, usando buffer for-
miato a pH 2,9 como ha sido descrito.

Cantidades crecientes de 1,5, 3,0 y
6,0 µg totales la pepsina, se analizaron me-
diante zimogramas en buffer glicina 50 mM
pH 2,0, 2,5 mM CaCl2, 0,025% NaN3, como
ha sido descrito y se visualizaron por SDS-
PAGE 12% en condiciones disociantes y re-
ductoras según Laemmli (20) y tinción de
Coomassie.

Patrones de peso molecular de Invitro-
gen se usaron para estimar la movilidad de
la peptidasa ácida, de la pepsina en los zi-
mogramas y en SDS-PAGE 12%.

Ensayos preliminares
Con excepción de la pepstatina A, la

eficacia de cada uno de los inhibidores de
peptidasas, usados en el buffer de pre-incu-
bación é incubación en esta investigación,

se verificaron preliminarmente, usando pro-
teasas de referencia (tripsina, papaína y co-
lágenos) y el sistema comercial de ensayo
para peptidasas, Quanti Cleave™ Pierce,
que usa caseína como sustrato. Se siguie-
ron instrucciones del fabricante, midiendo
la absorbancia a 450 nm, en micro placas
de fondo plano y 96 pozos con un lector de
micro placas modelo ELx800™ BIO-TEK y
el programa KC junior.

RESULTADOS

En la Fig. 1A se muestran zimogramas
resultantes de la preincubación de proteí-
nas extraídas de la cepa Y de T. cruzi, desa-
rrollado a distintos valores de pHs (2, 4, 6,
8 y 10), en presencia del agente reductor
DTT, tanto en el buffer de muestra, como
también en las distintas soluciones de incu-
bación. Se evidencia, la ausencia de activi-
dad peptidasa en los todos los diferentes
pHs ensayados.

En la Fig. 1B, se muestra el resultado
obtenido cuando se omite el DTT, tanto en
el buffer de muestra, como en la solución
de incubación. Bajo estas condiciones, des-
taca una proteasa de un Rf alrededor a 0,4,
únicamente, en aquella porción del gel, que
fue incubada en buffer a pH 2,0. Esta activi-
dad peptidasa ácida, detectada en ausencia
del agente reductor a pH 2,0, nos pareció
inédita de T. cruzi. Este resultado, nos ani-
mó a investigar en un aislado de T. cruzi

proveniente de zona rural de Venezuela en-
démica para la enfermedad de Chagas, la
existencia de tal peptidasa, así como tam-
bién, su susceptibilidad a inhibidores clási-
cos de proteasas.

En la Fig. 2A, se muestra un zimograma,
desarrollado en buffer formiato a pH 2,9, en
ausencia del agente reductor durante todo el
procedimiento, correspondiente a extracto
proteico crudo de aislado de T. cruzi.

En la condición control, DMSO 2,5%,
se observa (a semejanza de la cepa Y), una
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pH 10 8 6 4 2 pH 10 8 6 4 2

A con DTT (5mM) B sin DTT
CNCN

Rf 0.4

Fig. 1. Dependencia de la actividad peptidasa a distintos pH, efecto de la presencia de DTT sobre
peptidasas presentes en extractos proteicos de cepa Y de T. cruzi. Extractos proteicos de epi-
mastigotes de la cepa Y de T. cruzi, se disolvieron en buffer de muestra con y sin DTT. Usando
peine preparativo, se realizó el zimograma por 18 horas a 35°C en distintas soluciones buffers,
50 mM, 2,5 mM CaCl2, 0, 0,025% p/v NaN3, ajustadas a distintos pH: (2, 4, 6, 8, 10), que se in-
dican en la parte inferior de cada gel. A: soluciones de incubación suplementadas con 5mM
DTT. B: soluciones de incubación sin DTT. CN: control negativo, sin extracto proteico. La fle-
cha señala la gelatinasa y su Rf.
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Fig. 2. Efecto de de la pre-incubación con pepstatina A sobre la peptidasa de T. cruzi y la pepsina
porcina. Extractos proteicos crudos de T. cruzi y de pepsina porcina se pre-incubaron con dis-
tintas concentraciones de pepstatina A. Como control, se usó DMSO. Finalizada la pre-incuba-
ción se analizó por: A. Zimograma. Actividad gelatinasa de los extractos proteicos de T. cruzi,
con 2,5% DMSO (control) y distintas concentraciones de pepstatina A: 1, 10 y 20 µM; Con-
trol –, la actividad peptidasa de los reactivos sin enzimas añadidas. Los zimogramas se incuba-
ron en buffer formiato suplementado con o sin coctel de inhibidores. B Hidrólisis de hemo-
globina por pepsina porcina y peptidasa ácida de T. cruzi. La enzimas pre-incubadas con el
inhibidor se añadieron a hemoglobina disuelta en buffer formiato suplementado con o sin coc-
tel de inhibidores. La reacción se detuvo por precipitación con ácido tricloroacético, la absor-
bancia de los péptidos solubles se midió a 280 nm por triplicado. Las barras blancas: actividad
enzimática de la pepsina. Barras grises: actividad enzimática de la peptidasa de T. cruzi. Lí-
neas en el tope de las barras representan el error estándar. * Significancia estadística de la
prueba de t pareada. P= 0,037. Para ambas enzimas, la actividad control se llevó a cabo con
2,5% v/v DMSO. Las distintas concentraciones de pepstatina A (0,1; 1; 10 y 20 µM) están
señaladas en la parte inferior con peptA.



actividad gelatinasa que presenta un Rf de
0,41, una movilidad relativa aparente (Mr)
ligeramente inferior al patrón de peso mo-
lecular de 50 kDa (no mostrado). Los bolsi-
llos contiguos, corresponden a la actividad
resultante de la preincubación del extracto
proteico, con tres concentraciones de peps-
tatina A: 1, 10 y 20 µM. Se evidencia que la
pepstatina A, a las tres concentraciones de
empleadas, no produce efecto inhibitorio
sobre la actividad de peptidasa presente en
el extracto proteico de T. cruzi. Aún más,
es importante mencionar, la ausencia de in-
hibición de tal peptidasa en zimogramas, a
concentraciones de pepstatina A de
100 µM.

Con el propósito de validar estos resul-
tados, se estudió, el efecto de la pepstatina
A, sobre una proteasa de aspártico, como la
pepsina porcina. Usando una metodología
complementaria y alternativa, el ensayo
peptidasa en fase líquida, usando hemoglo-
bina como sustrato. Este método nos per-
mitió estudiar y comparar, el efecto del in-
hibidor sobre la pepsina porcina y sobre la
peptidasa evidenciada previamente en los
extractos proteicos de T. cruzi mediante zi-
mografía.

En la Fig. 2B, se muestran los resulta-
dos de un experimento típico, a la izquierda
se muestra la actividad inhibitoria produci-
da a la pepsina porcina por la pepstatina A,
a una concentración de 0,1 µM, un valor en-
tre diez a doscientas veces menor, a las
concentraciones utilizadas para intentar in-
hibir la peptidasa ácida presente, en los ex-
tractos proteicos del aislado de T. cruzi.

En las condiciones de ensayo, el inhibi-
dor produce una disminución de la activi-
dad de la pepsina porcina alrededor del 55%
respecto a la condición control (2,5%
DMSO). Es importante tener presente, que
la cantidad de pepsina pre-incubada con el
inhibidor es este ensayo fue de 14,6 µg. La
inhibición parcial observada en una hora se
mantiene también a las 19 horas. Esta dife-

rencia es estadísticamente significativa
p=0,037, evidenciando la capacidad inhibi-
toria de la pepstatina A empleada en estos
estudios.

En contraste, cuando se estudió el
efecto de la pepstatina A, sobre la peptidasa
ácida presente en el extracto proteico de
aislado de campo de T. cruzi, se evidencia
que en el intervalo de concentraciones estu-
diado 1, 10 y 20 µM, el inhibidor no afectó,
la actividad de peptidasa ácida sobre la he-
moglobina en relación a la condición con-
trol (2,5% DMSO). Aún mas, en concordan-
cia a resultados obtenidos en zimogramas,
a concentraciones de 100 µM pepstatina A,
tampoco observamos inhibición de la pepti-
dasa detectada en los extractos crudos de
T. cruzi.

En resumen, bajo las condiciones expe-
rimentales descritas, en el intervalo de con-
centraciones estudiadas (1-100 µM), la
pepstatina A no afectó la actividad peptida-
sa, detectada en los extractos proteicos cru-
dos del aislado venezolano de T. cruzi. En
contraste, el inhibidor fue eficaz, a concen-
traciones diez veces menores, frente a can-
tidades de pepsina porcina relativamente
mayores, del orden de décimas de microgra-
mos.

DISCUSIÓN

En este trabajo, mediante dos métodos
de ensayo de peptidasas independientes,
pero complementarios, se proporcionan evi-
dencias experimentales, que sugieren la
existencia de una peptidasa ácida inédita,
en extractos proteicos crudos de un aislado
T. cruzi, proveniente de una zona rural en-
démica para el Chagas de Venezuela, cuya
actividad resultó insensible a inhibidores
clásicos de peptidasas, incluyendo la peps-
tatina A.

La peptidasa, mostró actividad a valo-
res de pH entre 2 y 2,9, en presencia o au-
sencia, de PMSF, E64 y EDTA. La adición

Investigación Clínica 54(3): 2013

278 Zambrano y col.



de tales inhibidores, responde a la necesidad
de evitar hidrólisis inespecíficas, sin embar-
go, la presencia o ausencia de tales inhibido-
res en el buffer formiato, no afecto la magni-
tud de la actividad de la peptidasa de T. cru-

zi hacia los sustratos (hemoglobina y/o gela-
tina) a las concentraciones usadas en los en-
sayos. Este hecho, permite sugerir que en
las condiciones experimentales descritas,
esta activa sólo tal peptidasa, que resulta in-
sensible a los inhibidores estudiados.

En tal sentido preliminarmente, verifi-
camos la capacidad inhibitoria de cada uno
de los inhibidores usados en este trabajo, a
las concentraciones empleadas en los ensa-
yos, mediante un sistema comercial de de-
tección colorimétrico para peptidasas. Con
tal sistema, estudiamos la acción de cada
inhibidor con proteasas representativas de
la clase serina, como la tripsina, de la clase
cisteína, como la papaína y de la clase me-
talo peptidasa, como la colagenasa.

Es importante destacar, que en el caso
particular de la pepsina porcina, el método
de ensayo comercial, así como el uso de zi-
mogramas copolimerizados con gelatina, no
pudieron ser utilizados. En el caso del ensa-
yo comercial, debido a la precipitación del
sustrato (caseína) a pH 2 y 2,9. En el caso
de los zimogramas, a consecuencia de la in-
capacidad de la pepsina de hidrolizar gelati-
na. Tal situación, demandó la implementa-
ción de una metodología alternativa, que
permitiese comparar, bajo condiciones expe-
rimentales idénticas, la eficacia de la pepsta-
tina A, validando los resultados obtenidos en
los ensayos de inhibición sobre la peptidasa
ácida detectada en extractos proteicos cru-
dos de T. cruzi mediante zimogramas.

El ensayo implementado, cuantifica la
absorbancia de péptidos solubles, al ácido
tricloroacético. Esta metodología, con los
controles realizados, mide los péptidos libe-
rados por hidrólisis enzimática de la hemo-
globina en las distintas condiciones estudia-
das.

Con este método, al preincubar
219,4 µg totales de pepsina, con concentra-
ciones de 10 y 100 µM de pepstatina A y de
5 mM DTT, obtuvimos una inhibición de la
enzima de un 42% y 90% a las concentracio-
nes mencionadas del inhibidor y de un 32%
frente al agente reductor en relación a la
condición control, al estudiar la acción de
60 µg de pepsina pre-tratada o sin pre-tra-
tar sobre la hemoglobina.

Al disminuir la cantidad de pepsina
pre-incubada con el inhibidor por un factor
de 15, es decir preincubar 14,62 µg totales
de pepsina, encontramos una inhibición de
la pepsina cercana al 55% a una concentra-
ción de 0,1 µM y de 100% a 1 µM pepstatina
A. Al ensayar 8 µg totales de la proteasa
pretratada sobre la hemoglobina.

En contraste, en el caso del extracto
proteico crudo del aislado de T. cruzi, no
observamos inhibición aun cuando los mi-
crogramos totales de proteínas preincuba-
dos con el inhibidor fueron entre 15 y
25 µg. Considerando, que en tales extrac-
tos, la peptidasa ácida es una de las diversas
proteínas componentes, su cantidad prein-
cubada frente al inhibidor, podría ser de dé-
cimas de microgramos o menos, diez veces
inferior a la cantidad de pepsina preincuba-
da con el inhibidor, sin embargo, a pesar
del exceso relativo del inhibidor frente a la
proteasa de T. cruzi, la enzima, no mostró
susceptibilidad a la pepstatina A.

Resumiendo, la eficacia del inhibidor,
fue verificada contra pepsina porcina, ensa-
yada a cantidades al menos diez veces ma-
yores (en algunos casos podría ser 100 ve-
ces mayor), en relación a la cantidad de la
peptidasa presente en los extractos crudos
de T. cruzi. Bajo las condiciones experimen-
tales, las concentraciones efectivas del inhi-
bidor para la pepsina, fueron entre 200 a
1000 veces menores (0,1 µM) a la concen-
traciones utilizadas (20 a 100 µm) para in-
tentar inhibir la peptidasa presente en los
extractos crudos de T. cruzi.
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Cuando la cantidad de pepsina prein-
cubada con la pepstatina A, estuvo en rango
inferior (14,6 µg) verificamos que la magni-
tud de la inhibición observada en una hora,
se observó también a las 19 horas de incu-
bación.

El comportamiento mostrado por la
pepsina frente a distintas condiciones y
concentraciones de la pepstatina A estudia-
das, es consistente con el comportamiento
reportado para esta enzima por otros inves-
tigadores (23, 24). Lo que valida los resul-
tados obtenidos en nuestras condiciones ex-
perimentales, con la peptidasa detectada en
los extractos crudos de T. cruzi. Sugiriendo
la insensibilidad de tal enzima, a los inhibi-
dores estudiados y especialmente a la peps-
tatina A.

En referencia a este hecho, se podría
argumentar que la insensibilidad hacia la
pepstatina A exhibida por la peptidasa áci-
da, bajo las condiciones descritas, pudiese
ser consecuencia de la asociación del inhi-
bidor con otras proteínas presentes en el
extracto crudo, lo que disminuiría la canti-
dad efectiva del inhibidor para ejercer su
acción sobre la peptidasa ácida. Alternativa-
mente, pudiese ser consecuencia de la ac-
ción de proteasas que degraden el inhibi-
dor.

En referencia a tales posibilidades,
consideramos que ciertamente la purifica-
ción de la peptidasa ácida es necesaria para
probar fehacientemente su insensibilidad a
la pepstatina A. No obstante, los resultados
de algunos ensayos son inconsistentes con
tales suposiciones, en referencia a la prime-
ra suposición, la ausencia de un efecto inhi-
bitorio al menos parcial en experimentos
donde se usó una concentración excesiva
del inhibidor (100 µM), es un hecho en con-
tra de una factible susceptibilidad de tal
peptidasa frente a la pepstatina A.

En referencia a la posible acción de
otras proteasas que degraden el inhibidor,
si este fuese el caso, tales enzimas deberían

actuar en las condiciones experimentales, y
ser potencialmente inhibidas por los inhibi-
dores usados. En consecuencia, en ausencia
de inhibidores degradarían tanto la hemo-
globina como a la pepstatina A. En presen-
cia de inhibidores su acción sobre estos po-
tenciales sustratos sería menor. Es el caso,
que en las condiciones de ensayo, no obser-
vamos variaciones en la magnitud de la hi-
drólisis enzimática de la hemoglobina en
ausencia y presencia de otros inhibidores
(PMSF. E64, EDTA) usados en forma indivi-
dual o conjunta.

En este orden de ideas, bajo las condi-
ciones de ensayo empleadas en este estu-
dio, presencia de inhibidores y valores de
pH (2 y 2,9), resulta poco probable la activi-
dad de proteasas de la clase metalo y/o se-
rina, las cuales, por lo general, actúan res-
pectivamente a pH neutros y básicos.

Aunado a las consideraciones mencio-
nadas, para la peptidasa de T. cruzi se des-
carta un posible mecanismo de tipo cisteí-
na, en efecto, mediante zimogramas, se in-
vestigó y constató, la ausencia de inhibición
de la peptidasa por el inhibidor E64 a una
concentración de 200 µM. Al respecto, aun
considerando una hipotética insensibilidad
al E64 por la peptidasa, en presencia de
5 mM DTT, la peptidasa resultó inhibida.
Estos hechos, son inconsistentes con un po-
sible mecanismo de tipo cisteína, para la tal
peptidasa de T. cruzi, de hecho, las peptida-
sas de tipo cisteína, por lo general son esti-
muladas por agentes reductores.

En conjunto, los hechos experimenta-
les, sugieren que bajo las condiciones expe-
rimentales utilizadas, la única peptidasa en
el extracto que probablemente manifiesta
actividad, es la peptidasa ácida. Tal peptida-
sa, se mostró insensible a los inhibidores es-
tudiados y a la pepstatina A.

En otro orden de ideas, en referencia a
algunas características de la peptidasa de-
tectada tenemos: a diferencia con la pepsi-
na porcina, que no hidroliza gelatina, la
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peptidasa del aislado venezolano, comparte
a con dos aspartil-proteasas, recientemente
purificadas por otros investigadores a partir
de la cepa Y de T. cruzi (25), la capacidad
de hidrolizar gelatina.

En segundo lugar, en nuestras condi-
ciones experimentales (en zimogramas), la
peptidasa del aislado de T. cruzi, mostró
una movilidad relativa aparente, similar a la
exhibida por la pepsina porcina Rf de 0,4,
próxima al estándar de 50 kDa (no mostra-
do), lo que nos permite inferir, tamaños si-
milares entre estas dos peptidasas. Tal mo-
vilidad, es también similar, a dos aspartil
peptidasas, purificadas por investigadores
brasileños (25).

La insensibilidad a 1, 10, 20 y 100 µM
de pepstatina A, de la peptidasa del aislado
de T cruzi de Venezuela, diferencia esta
peptidasa de las aspartil peptidasas purifica-
das por investigadores brasileros, quienes
aprovechando la susceptibilidad de ambas
peptidasas a la pepstatina A, lograron puri-
ficarlas, de epimastigotes de la cepa Y de T.

cruzi, usando pepstatina-agarosa. Una de
tales enzimas, la denominaron cruzipsin I,
la cual resultó inhibida en un 70% por
10 µM de pepstatina A. La otra, la denomi-
naron cruzipsin II, la cual fue inhibida en
un 96% a la misma concentración del inhi-
bidor, en buffer acetato 100 mM a pH 3,5
(25).

Es importante mencionar, que por li-
mitaciones técnicas, en nuestro experimen-
tos, procesamos cantidades bastantes pe-
queñas de parásitos, sedimentos de epimas-
tigotes, cuyos pesos, ocasionalmente fueron
entre 12 y 20 mg totales y frecuentemente
estuvieron entre 6 y 10 mg, en consecuen-
cia, las cantidades de proteínas extraídas
para la realización de los ensayos es bastan-
te reducida. De hecho, en nuestras condi-
ciones, tanto para el aislado venezolano,
como para la cepa Y, la cruzipaína, princi-
pal cisteína proteasa de T. cruzi (26, 27) re-
sulta en el mejor de los casos casi indetec-

table, aún en condiciones favorables para su
funcionamiento enzimático, como lo son:
pH 6,0, 1 mM CaCl2 y la presencia de agen-
tes reductores (5 mM DTT).

En contraste, en nuestras condiciones
experimentales, tanto a pH 2,0 como a pH
2,9, detectamos la peptidasa ácida del aisla-
do venezolano, lo que probablemente refle-
ja su elevada actividad proteolítica relativa,
hacia los sustratos estudiados (gelatina y
hemoglobina). Esta enzima exhibe actividad
peptidasa, en un estrecho intervalo de pH
entre 2 y 3. Al respecto, en las condiciones
experimentales descritas, resultados preli-
minares, con extractos proteicos de epimas-
tigotes de la cepa Y evidencian en zimogra-
mas, una gelatinasa de Rf 0,38 a pH 2,0,
mientras que a pH 4,0, un valor muy cerca-
no a 3,5, usado por el grupo de investigado-
res brasileros para evidenciar las aspartil
proteasas mencionadas, no observamos ac-
tividad peptidasa. Aún mas, en zimogramas
a pH 2,0, en presencia de 5 mM DTT, la ac-
tividad gelatinasa de la cepa Y también re-
sulto inhibida. Lamentablemente, no hemos
evaluado en nuestras condiciones experi-
mentales, el efecto de la pepstatina A sobre
la gelatinasa detectada en la cepa Y a pH
2,0 en ausencia de agentes reductores.

El efecto inhibitorio por agentes re-
ductores sobre la peptidasa del aislado ve-
nezolano, es un comportamiento exhibido
también por la cruzipsin I y II (25) y por la
pepsina porcina (28). Este comportamien-
to, está documentado para aspartil-protea-
sas de mamíferos, las cuales funcionan
como dímeros, cuyos dos dominios están
conectados por puentes disulfuros, en don-
de el residuo de cisteína, responsable de la
dimerización, se presenta en posiciones ho-
mologas en las aspartil-proteasas de mamí-
feros (28, 29).

Lamentablemente, no ha sido posible
para nosotros estudiar hasta el presente, la
inhibición de la peptidasa ácida del aislado
de T. cruzi, frente a otros inhibidores de as-
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partil proteasas, tales como DAN y EPNP,
que de ser efectivos, permitirían (como su-
giere su comportamiento frente a agentes
reductores y su movilidad en zimogramas)
su clasificación como una aspartil-peptida-
sa, insensible a peptastina A, como ha des-
crito en otros microorganismos (30, 31).

Al presente, estamos diseñando estra-
tegias para la purificación de la peptidasa
ácida, esperando la disponibilidad de los in-
hibidores de aspartil peptidasas menciona-
dos, para responder las interrogantes.
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