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Proteasas presentes en el exoproteoma de Leishmania mexicana
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Para la supervivencia y transmision de las diferentes especies de Leishmania dentro de sus células dianas, estas requieren
de factores proteicos que interactien y modifiquen los ambientes intracelulares de dichas células. Durante la Gltima
década, varios enfoques se han aplicado al estudio de las proteinas exportadas por organismos parasitarios en etapas
particulares de su ciclo de vida. Al conjunto de proteinas exportadas al exterior celular en condiciones definidas se les
denomina exoproteoma. Diferentes proteasas en Leishmania han sido vinculadas como factores de virulencia.
Actualmente, es poca la informacion existente sobre proteasas presentes en el exoproteoma que pudieran estar asociadas
con el proceso de infeccion y mantenimiento del parésito. Por tal motivo, nuestro objetivo es el de profundizar en la
identificacion de proteasas presentes en el exoproteoma de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana, con el
fin de establecer comparaciones entre ambos. Mediante técnicas de espectrometria de masas hemos identificados varias
familias de proteasas en promastigotes, siendo las mas abundantes las familias de las metalo y cistein proteasas. La
identificacion y caracterizacion de proteasas exportadas por este parasito, permitird evaluar su participacién en
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mecanismos de mantenimiento y supervivencia del parasito en la célula huésped.

Introduccion

Los parésitos tripanosomatidios del género
Leishmania, son los agentes causantes de las
diferentes manifestaciones clinicas conocidas como
leishmaniasis. Dependiendo de la especie del
parasito implicada, las infecciones pueden ir desde
lesiones leves en la piel hasta infecciones fatales a
nivel visceral (7). Se estiman actualmente 12
millones de personas afectadas por esta enfermedad
a nivel mundial, con una posible incidencia de 2
millones de casos nuevos anuales en zonas
tropicales, subtropicales y en la cuenca mediterranea
(16). El control eficiente de la leishmaniasis ha sido
obstaculizado por la ausencia de una vacuna, la
eficacia limitada de farmacos de primera linea y el
aumento de la transmision como resultado de co-
infecciones con el VIH (4). Por tal motivo, una
comprension detallada de todos los aspectos
involucrados en los procesos biolégicos del parasito
permitird formular nuevas estrategias antiparasitarias
(12).

Las diferentes formas morfoldgicas presentes en el
ciclo de vida de Leishmania (promastigote en el
insecto vector y amastigote en la vacuola
fagolisosomal de células de mamiferos infectados),
representan una adaptacion del parasito a las
diferentes condiciones ambientales dentro de sus dos
hospedadores. Es decir, los parasitos requieren de
factores proteicos que interactien y modifiquen los
ambientes intracelulares en los cuales se desarrollan

(12). Estas proteinas exportadas, garantes del
proceso infectivo, desempefian un papel activo en
las primeras interacciones huésped-parésito. Al
conjunto de proteinas extracelulares liberadas de un
organismo en condiciones definidas se le denomina
exoproteoma (3,17).

Importancia de las proteasas presentes en el
exoproteoma de Leishmania en el proceso de
integracién hospedador-parasito

Durante el ciclo de vida de Leishmania, la
supervivencia del paréasito es garantizada gracias a las
diferentes estrategias con que éste cuenta para
contrarrestar los mecanismos de defensa de la célula
huésped (3). Actualmente hay evidencias de que tanto
promastigotes como amastigotes, son capaces de
exportar al citoplasma de la célula huésped proteasas
que modulan directamente las diferentes rutas de
sefializacion celular del hospedador (9). Diferentes
proteasas han sido identificadas en los exoproteomas
de Leishmania donovani (14) y Leishmania infantum
(12). Entre estas, cabe destacar: 1. La
Leishmanolisina o0 GP63, endoproteasa que comparte
caracteristicas con las metaloproteasas de mamiferos
y es la proteina de superficie mas abundante en
promastigotes (18). A esta se le adjudica un rol
central en los procesos de invasion tanto en las
células epiteliales del vector como en el hospedador
vertebrado (13). 2. La cistein proteasa B (CP-B) (5) y
3. Una serin proteasa (1,2), ambas asociadas con



procesos de virulencia, invasion celular la
interaccion hospedador-parasito.

Dada la importancia de las proteasas secretadas en
los procesos adaptativos y de sobrevivencia en
varias especies de Leishmania (9), se proponen
como potenciales candidatas responsables del
mantenimiento del parasito en la célula hospedera.
Por tal motivo, nuestro interés es el de profundizar
en la identificacién de las proteasas presentes en el
exoproteoma de promastigotes de Leishmania
mexicana, como primer paso para establecer
diferencias con las proteasas exportadas por
amastigotes de la misma especie, a fin de identificar
cudles de ellas son especificas de cada estadio del
parasito.

y

Proteasas presentes en el exoproteoma de
promastigotes de Leishmania mexicana

Trabajos previos realizados en el laboratorio, nos
han permitido demostrar la presencia de la actividad
proteolitica de varias familias de peptidasas en el
exoproteoma de promastigotes y amastigotes de
Leishmania mexicana (10). Interesantemente, hemos
evidenciado un patron proteolitico diferencial entre
ambos estadios (10,11). Sugiriéndose con ello, la
exclusividad de exportacion de proteasas en los
diferentes ambientes en que se desarrolla el parésito.
Sin embargo, dada la baja expresion de estas
peptidasas, la identificacion de las mismas mediante
técnicas de bioquimica clasica se hace muy dificil.
Por tal motivo, nos hemos propuesto identificar las
proteasas presentes en el exoproteoma mediante
técnicas de proteémica como la espectrometria de
masa, la cual gracias a su alta sensibilidad permite
identificar proteinas presentes con un bajo numero
de copias (6).

Para proceder a la identificacion de las proteinas
presentes en el exoproteoma de Leishmania
mexicana, promastigotes de la cepa Bel21, en fase
estacionaria de crecimiento, fueron incubados
durante 24 h a temperatura ambiente en medio
RPMI libre de suero (2x10° células/ml).
Posteriormente los parasitos fueron removidos por
centrifugacién. Las proteinas presentes en el
exoproteoma fueron precipitadas con metanol y se
prepararon para su andlisis por espectrometria de
masas de tipo LC-MS/MS (Orbitrap). Los resultados
obtenidos fueron analizados con el servidor de
identificacion de proteinas (MASCOT) utilizando
las bases de datos SwissProt y NCBInr. La lista de
genes identificados, fue clasificada segun su funcion
bioldgica y tipo de proteina, mediante el programa
“Gene Ontology Consortium/PANTHER utilizando
la base de datos de Leishmania major (8).
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Bajo nuestras condiciones de estudio, se lograron
identificar 124 proteinas en los productos excretados
por promastigotes (Fig. 1). La caracterizacion de las
proteinas en base a su funcion bioldgica (Fig. 1A),
indica que la mayoria presentan funcion catalitica
(59%) seguida de funcién de union (22%) y funcion
estructural (5%).
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Figura 1. Clasificacion de las proteinas presentes en el
exoproteoma de promastigotes de Leishmania mexicana. A. En
base a su funcion bioldgica. B. En base al tipo de proteinas. La
clasificacion de proteinas identificadas por espectrometria de
masas fue realizada utilizando el programa “Gene Ontology
Consortium/ PANTHER” (8).

Con respecto a la clasificacion segin el tipo de
proteinas (Fig. 1B), las oxidoreductasas e hidrolasas
resultaron ser las mas abundantes (18%) seguidas de
las proteinas de union a nucleétidos (14%). Por su
parte, las proteasas ocuparon la cuarta posicion en
abundancia (12%), siendo las familias de las metalo
y cistein proteasas las mas abundantes en el
exoproteoma de promastigotes de Leishmania
mexicana (Fig. 2). Las proteasas fueron identificadas
mediante su analisis a través de relaciones evolutivas
utilizando el programa “PANTHER” (8). El nimero
de identificacion del gen (Gl), los pesos moleculares



aparentes y funcién molecular de las proteasas
identificadas, se resumen en la Tabla 1.

Figura 2: Familias de proteasas presentes en el exoproteoma
de Leishmania mexicana. La clasificacion de las familias de
proteasas identificadas por espectrometria de masas fue
realizada utilizando el programa “Gene Ontology Consortium/
PANTHER” (8).

Tabla 1. Proteasas identificadas en el exoproteoma de
promastigotes de Leishmania mexicana.

Nombre PM
ID L. mexicana Familia KDa Funcién molecular (GO)
Oligopeptidasa b Serin peptidasa, Clan SC, y q
gl:dp;?usr.zs Familia S9A 834 Serin peptidasa.
Cistein proteinasa B «Cistein peptidasa.
GI:1730100 Cistein peptidasa B 47.7 *Primordialmente expresada en
tipo catepsina, Familia C1 amastigotes.
4-methyl-5(beta- "
""’““"“' "‘“’”’F Clotoin peptiiasa — -g:;r: o ::nscﬁbcién.
Gl401425479 - +Péptido de unién al DNA y
RNA.
Cistein peptidasa tipo +Cistein peptidasa. N
Calpaina * Péptido de unién a Ca?-
Putativa Seteeoiiacs CRICs, 488 | +Péptido de interaccion con
Gl.401424277 Calmodulina y con fosfolipidos
dependiente de Ca?".

En escala creciente de grises se indica el tipo de familia de
proteasa identificada (serin, cistein y metalo peptidasas,
respectivamente).

Cabe destacar que ademéas de la Leishmanolisina
(GP63), la Cistein peptidasa B y la Oligopeptidasa b,
previamente identificadas como proteasas excretadas
e importantes factores de virulencia (15), logramos
identificar siete proteasas putativas cuya funcion
como factor de virulencia aln se desconoce (Tabla
1).

En estos momentos nuestros esfuerzos estan
dirigidos a la identificacion de proteasas en el
exoproteoma de amastigotes de Leishmania
mexicana, con el fin de establecer posibles
diferencias en cuanto a los mecanismos de
mantenimiento y supervivencia del parasito dentro
de sus dos hospedadores. Ello conduciria a
establecer posibles nuevos blancos
quimioterapéuticos que pudieran permitir el control
de las enfermedades generadas por esta familia de
parasitos.
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