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RESUMEN

En este trabajo de Tesis se describen y caracterizan algu
nas de las enzimas directamente involucradas en el metabolismo
del AMPcdel protozoario parásito TTypanosomacruzi, agente etio
lógico de la Enfermedad de Chagas. Diversos autores han postulado
que el AMPcíclico regula la diferenciación del parásito. Si bien
no se conoce su blanco de acción intracelular, se demostró que
los niveles endógenos del AMPcíclico aumentan durante la metaci
clogénesis. Los resultados presentados indican la existencia de
una quinasa de proteinas dependiente de AMPcen el parásito, que
probablemente sea la mediadora de muchos de los efectos del nu
cleótido.

Extractos citosólicos de la forma epimastigote de T. crusi
cromatografiados en una columna de DEAE-celulosa mostraron dos
picos con actividad de quinasa de proteínas que eluyeron a 0,15 y
0,32 MNaCl, respectivamente. El segundo pico, PKII, también pre
sentó capacidad de unir AMPcen forma especifica y se activó por
concentraciones nanomolares del nucleótido.

La actividad de quinasa de proteinas dependiente de AMPC
(PKII) se purificó por filtración en geles, por cromatografía de
afinidad en histona-Sepharosa y en AMPc-agarosay por cromatogra
fía en una columna mixta de Sephadex G-25-Carboximetil Sepbadex
C-SO. La enzima pudo disociarse parcialmente en dos compone.
diferentes: catalítico y regulatorio. El componentecatalítico
presentó un radio de Stokes (2,2 nm) menor que el de la subunidad
catalítica de corazón bovino (2,8 nm). En experimentos de recons
titución, la actividad del componentecatalitico de T. cruzi se
inhibió por la subunidad regulatoria de corazón. A su vez, el
componenteregulatorio fue capaz de inhibir la actividad fosfo
transferasa del componente catalítico homólogoy de la subunidad
catalítica de corazón. Estas inhibiciones se revirtieron con la
adición de AMPc.
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La preparación de holoenzima se fosforiló en ausencia de
un sustrato exógeno aceptor de fosfatos y se analizó en electro
foresis en condiciones disociantes. Se observó una única banda
fosforilada de 56 K. La mismapreparación se transfirió a nitro
celulosa y se incubó con anticuerpos policlonales contra la subu
nidad regulatoria tipo III de eucariotes superiores (western
blot). El antisuero reconoció una única banda de 56 K.

Se puede concluir que la quinasa dependiente de AMPcdel
parásito es similar a una quinasa tipo II de mamíferos en base a
las siguientes caracteristicas: elución con alta sal de una DEAE
celulosa, tamaño de la subunidad regulatoria, capacidad de auto
fosforilarse de la mismay el reconocimiento por sueros policlo
nales especificos contra RII.

En la segunda parte de este trabajo se estudió la fosfodi
esterasa de nucleótidos cíclicos (PDE)obtenida de extractos ci
tosólicos del parásito. La enzima soluble (80%) se purificó por
DEAE-celulosa y por cromatografía de afinidad en calmodulina-Se
pharosa. La PDE que eluyó en un único pico de la DEAE-celulosa
hidrolizó AMPcy GMPccon alta afinidad. La enzima se activó en
presencia de la calmodulina homóloga, de cerebro bovino y de N.
crassa, logréndose el 50% de estimulación máxima con 0,3 pg/ml
del activador. En un gráfico de dobles recíprocas, la enzima pre
sentó dos componentes cinéticos, uno de alta y otro de baja afi
nidad por el sustrato AMPc(Km 2,5 y 100 HM). La calmoduliu.
mentó la Vmáxde ambos componentes sin modificar la afinidad de
la enzima por el sustrato. La activación requirió concentraciones
micromolares de Ca2+ y se bloqueó por EGTAy por drogas neurolép
ticas comola clorpromazina, la flufenazina y el compuesto 48/80.

Paralelamente se purificó la calmodulina del parásito por
DEAE-celulosa, filtración en geles y cromatografía de afinidad en
CAPP-Sepharosao en Phenyl-Sepharosa. En electroforesis en condi
ciones disociantes, la calmodulina mostró una sola banda polipep
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tídica con un peso molecular aparente de 16 K. La calmodulina pu
rificada fue capaz de activar la PDEdependiente del activador de
cerebro bovino en forma similar a la homóloga.

La calmodulina, probablemente regule el movimiento flage
lar porque el tratamiento in vivo de epimastigotes de T. crusi
con drogas fenotiazínicas detuvo el movimientodel parásito y mo
dificó su forma. Este efecto, altamente citotóxico de las drogas,
es potencialmente importante y podria utilizarse para una futura
acción terapéutica cuyo blanco seria la calmodulina o las enzimas
dependientes del activador.

Se puede concluir que en T. cruzi se han conservado las
enzimas implicadas en el metabolismo del AMPcque poseen caracte
risticas similares a las de los eucariotes superiores.
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I. GENERALIDADES SOBRE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En 1909 Carlos Chagas describió por primera vez la en
fermedad que actualmente lleva su nombre (1). Este descubrimien
to, tuvo la particularidad de ser posterior al hallazgo del vec
'tor y del parásito que causaban la enfermedad. En aquel entonces,
Chagas se desempeñaba como médico en Lassance, Estado de Minas
Gerais, Brasil, a cargo de un programa de control de malaria. Las
viviendas humildes de los habitantes de Minas Gerais estaban in
festadas por un triatómido hematófago, Phnstrongilus megistus, al
cual Chagas estudió como posible transmisor de enfermedades para
el hombre.

En el intestino de estos insectos, observó un parásito
flagelado al que denominó Schizotrypanum cruzi. Seguidamente, in
vestigó la posible presencia del parásito entre los pobladores de
la región y de sus animales domésticos, encontrando el Trypanoso
ma cruzi en la sangre de una niña y de un gato. Relacionó el pa
rásito con una enfermedad hasta entonces desconocida, caracteri
zada entre otros sintomas, por anemia, edema palpebral y daño
cardíaco. De este modo, reveló la existencia de una nueva Trypa
nosomiasis, y echó las bases de nuestros conocimientos actuales
sobre su etiología, clínica y epidemiología.

Desafortunadamente, Chagas malinterpretó algunos de los
síntomas de la enfermedad, por lo cual fue criticado duramente,
prestándose muy poca atención a la enfermedad durante un cuarto
de siglo.

En 1926, un grupo de médicos argentinos encabezados por
Salvador Mazza, con la colaboración de Flavio Niño, organizaron
una campaña de divulgación de la enfermedad de Chagas, e inicia
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ron la investigación de la misma, dándole a esta patología la im
portancia merecida, ya que afecta a más de 35 millones de perso
nas en nuestro continente.
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II. UBICACION SISTEHATICA

El Trypanosomacruzí es el agente etiológico de la Try
panomiasis americana (enfermedad de Chagas). Los parásitos de la
familia Trypanosomatidae se caracterizan por un flagelo y un ci
netoplasto únicos. El género Trypanosomacomprende parásitos di
genéticos que tienen por lo menos en uno de sus estadios de desa
rrollo la forma trypomastigote. Según Hoare (2) este género se
divide en dos secciones: Salivaria. y Estercoraria. La primera
comprende un grupo de trypanosomas patógenos que se multiplican
en el mamífero en el estadio trypomastigote, completan el desa
rrollo en la estación anterior del vector y son transmitidos por
inoculación; la única excepción es el Trypanosomaequiperdum que
se transmite directamente de mamífero a mamífero.

La segunda sección agrupa especies no patógenas con la
excepción de Ibwpanosomacruzi. Los parásitos agrupados en esta
sección se multiplican en el mamífero comoamastigotes o epimas
tigotes, completan su desarrollo en la estación posterior del
huésped intermediario, y son transmitidos por contaminación. La
excepción es el Trypanosomarangeli que completa su desarrollo en
la estación anterior y es transmitido por inoculación.

La ubicación sistemática de Jïwpanosomacruzi es la s
guiente (Hoare 1972, Levine y colaboradores, 1980)(2,3).

Tipo: Protozoa (Goldfuss, 1818)
Subtipo: Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963)
Superclase: Mastigophora (Dresing, 1866)
Clase: Zoomastigophora (Calkins, 1909)
Orden: Kinetoplastida (Honigberg, 1963, emend Vickerman,

1976)
Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1880)
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Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Género: Trypanosoma (Gruby, 1843)
Subgénero: Schizotrypanum (Chagas, 1909)
Especie: cruzi (Chagas, 1909)

El subgénero Schizotrypanum es conocido sólo en el he
misferio occidental, infecta más de cien especies de mamíferos
pertenecientes a ocho órdenes, y a más de ochenta especies de
triatómidos que pueden transmitirlo. Los huéspedes mamíferos más
importantes son del orden Marsupialia, Edentata y Rodentia, sien
do también susceptibles de infección los primates, Carnívora, La
gomorpha, Artiodactyla y Chiroptera.

La distribución del parásito en mamíferos e insectos
(43°S a 42°N) es más amplia que en el hombre (38°S a 25°N) que se
limita a Sud América al sur del Río Grande.
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III. VARIABILIDAD INTERESPECIFICA E INTRAESPECIFICA

La Trypanosomiasis americana difiere de las africanas
principalmente en el modode evadir la respuesta inmune del hués
ped definitivo. Mientras que JÏWPanosomacruzi la evita con un
desarrollo intracelular, el TTypanosomabrucei lo logra mediante
el mecanismode variabilidad antigénica. Este último consiste en
la renovación cíclica de su proteina mayoritaria de cubierta,
VSG, que es altamente inmunógena. El paciente chagásico tiene
fiebre únicamente después de la primera infección, mientras que
la enfermedad del sueño presenta ciclos de fiebre que se correla
cionan con cada variación de VSG(4).

En-1979, Afchain y colaboradores (5) estudiaron los an
tígenos de superficie de distintas especies de Trypanosomas,ob
servando que Trypanosoma cruzi comparte antígenos con Trypanosoma
dionisii y TTypanosomarangeli con una afinidad de 0.6, en cambio
Trypanosoma crusi y TTypanosoma brucei están más distantes com
partiendo un 0.4, y la divergencia con Leishmania es aún mayor,
con sólo 0.3 de similitud. Existen antígenos especificos para
Trypanosomacruzi, de los cuales el componente 5, es el mayorita
rio; éste no pertenece a una entidad molecular bien definida, si
no que corresponde a una familia de glicoproteínas formada L
dos moléculas diferentes. Seis cepas de Trypanosomacruzi de dis
tintas áreas geográficas presentan el mismo componente 5 y la
misma glicoproteína de superficie de 90 Kd. Sin embargo, no se
excluye la posibilidad de diferencias que podrían explicar los
distintos grados de virulencia (5,6).

Unfactor que causa variación en el cuadro clínico de la
enfermedad de Chagas es la cepa del parásito de la cual se trate.
El comportamiento de distintas cepas puede ser muyvariado en a
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nimales de laboratorio, en cuanto a caracteristicas tales comoel
curso de la infección, grado de parasitemia, tropismos tisulares,
alteraciones histopatológicas y mortalidad.

Formas sanguíneas y de cultivo de Trypanosoma cruzi pue
den distinguirse por aglutinación con concanavalina A, lisis en
suero inmune y fluorescencia indirecta. Brener (7) observó que
antisueros de las cepas “Y” y "CL"neutralizan los trypomastigo
tes de la cepa Y, pero no los de la cepa CL, demostrando por pri
mera vez, diferencias antigénicas entre dos cepas de Trypanosoma
cruzi. En 1966 y 1969, Nussenzweig y González Cappa (8,9) respec
tivamente, dividieron las cepas de Trypanosomacruzi en tres gru
pos, dependiendo de los antígenos. Ya en 1963, Chiari y Brener
(10) habian analizado cepas obtenidas de pacientes o heces de di
ferentes áreas geográficas, encontrando diferencias morfológicas
predominantes.

Se demostró que distintas cepas muestran un comporta
miento diferente frente a sustancias exógenas, productos de meta
bolismo, y vías oxidativas. Goldberg (11) describió la incorpora
ción de arginina y lisina marcada con 14C en las cepas "Y" y "MR"
de Trypanosoma cruzi. Ambas cepas se comportaron en forma dife
rente y 1a incorporación fue mayor al tercer dia que al décimo.
En 1964, Mancilla y Naquira (12) informaron que el ciclo dr
pentosas era más activo, y el ciclo de los ácidos tricarboxilico
era menos activo en las formas de cultivo de la cepa Tulahuén que
en la cepa Perú.

En 1977, Miles (13) demostró que cepas de Trypanosoma
cruzi recolectadas en distintas áreas geográficas difieren en el
perfil electroforético de seis enzimas: aspartato aminotransfera
sa, alanina aminotransferasa, glucosa-G-fosfatodeshidrogenasa,
malato deshidrogenasa, glucosafosfato isomerasa y fosfoglucomuta
sa. Diferenció dos tipos, correspondiendo el tipo JI a animales
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salvajes, y el tipo II a casos humanosy animales domésticos. En
un trabajo posterior, con material aislado en la selva amazónica,
encontró un tercer grupo, tipo III, que correspondió a pacientes
con enfermedad de Chagas aguda (14). En 1980, extendió su estudio
a 38 enzimas de las cuales seleccionó 18 que dieron bandas elec
troforéticas discretas manteniendo la 'tipificación. anterior en
"zimodemas" I, II y III (15). La desventaja potencial de este mé
todo la demostraron Romanhay colaboradores en 1979 (16) al pro
bar que el perfil isoenzimático puede cambiar después de subcul
tivos repetidos sugiriendo que los caracteres utilizados para la
tipificación no eran muyestables.

Por analisis de restricción del ADNde diversas cepas y
por diferencia de densidad de flotación del ADNnuclear (ADNn)y
cinetoplástico (ADNk)se detectaron variaciones entre cepas. Riou
y Gutteridge (17) encontraron que estas diferencias se relaciona
ban con resistencia a determinadas drogas. En 1977, Mattel y co
laboradores (18) usaron comocriterio taxonómico la digestión del
ADNk,aislado de diferentes cepas de TTypanosomacrusi, con endo
nucleasas restrictivas y posterior corrida electroforética y tin
ción con bromuro de etidio. Las enzimas Hpa I, Hpa II, Hae III y
Eco RI les permitieron diferenciar fácilmente las cepas Y, FL, CL
y Gilmar.

Luego, en 1980, Morel y Simpson (19) extendieron estos
estudios, empleando un mayor número de endonucleasas restricti
vas, e introdujeron el término "esquizodema" para designar los
grupos de aislados que presenten el mismoperfil electroforético
de fragmentos de ADN.

En 1981, Frasch y colaboradores (20) diferenciaron entre
si las cepas Tul 0, Tul OR, Tul 2, CAI, Sonya e Y de TTypanosoma
cruzí, utilizando estas mismastécnicas.
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Asimismo, cepas clonadas varían en su capacidad de dife
renciarse in vitro. Existen cepas con una capacidad espontánea de
diferenciación, y otras que requieren condiciones especiales para
lograrlo. Goldenberg (21) logró diferenciar la cepa Dm28 de Try
panosoma cruzi por ayuno y posterior agregado de L-prolina. Ensa
yó este método con otras cepas que variaron en los porcentajes de
diferenciación obtenidos; sin embargo, la cepa Tulahuén no pudo
diferenciarse por este método.

Además, hay cepas que varian respecto a los requerimien
tos nutricionales. Citri y Grossowicz (22) y Bone y Parent (23)
desarrollaron medios semidefinidos, usando caseina y triptosa co
mo fuente de aminoácidos. Estos medios se ensayaron en cuatro ce
pas: Berenice, FL, Y y Culbertson; sólo las dos primeras crecie
ron en el medio de Boné y no pudieron ser transferidas al de Ci
tri (24).

Por lo señalado anteriormente, al iniciar algún estudio
sobre Trypanosoma cruzi, es importante tener en cuenta la enorme
variabilidad de las cepas.
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IV. CICLO DE VIDA

Trypanosoma crusi tiene un complejo ciclo de vida que
involucra un desarrollo dentro de dos huéspedes: un mamífero
(huésped definitivo), y un insecto vector (huésped intermedia
rio). Este protozoo parasita el intestino de un gran número de
triatómidos siendo Triatoma infestans el principal vector en
nuestro medio. I

Existen tres ambientes en los cuales se desarrolla el
parásito: dentro de la célula, libre en la corriente sanguínea
del mamífero, y en el lumen del intestino del insecto vector. En
cada medio se desarrolla un tipo morfológico predominante: amas
tigote, trypomastigote y epimastigote, respectivamente, existien
do numerosas formas de transición. Estos tres tipos morfológicos
se distinguen en base a la posición del cinetoplasto con respecto
al núcleo, al largo del flagelo y extensión de la membrana0nd"
lante y al tamaño. El cinetoplasto, el cuerpo basal y la PorClOu
emergente del flagelo se encuentran comoun conjunto estructural
respecto al núcleo del parásito (Figura I-l).

Eb NUIID

THEÏNMHIGHE AMMHTGÏE EPHflBTHIHE

Figura I-1: Diagramaque ilustra las formas morfológicas en el
ciclo biológico del Trypanosomacruzi. Esquemapublicado en el
Boletín de la Oficina Sanitaria Panamericana, en marzo de 1976.
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Cuandoel estadío infectivo, trypomastigote metacíclico,
penetra en un mamífero, no se multiplica en la sangre, sino que
invade células de varios tejidos (músculo cardiaco e intestino)
donde se diferencia a la forma amastigote, bajo la cual se multi
plica por división binaria simple. El término amastigote es un e
rror, ya que la forma intracelular del parásito tiene un pequeño
flagelo libre; Brack (25) ha propuesto denominarlo Esferomastigo
te.

En 1976, Dvorak (26) demostró in vitro que el número de
generaciones del parásito en cada célula, a partir del trypomas
tigote infectivo, es de nueve, y que el tiempo de generación del
parásito es aproximadamente de 13 horas. Antes de multiplicarse,
el parásito presenta un periodo de latencia de 34 horas. Luego de
la novena generación, se observa que los parásitos se diferencian
a trypomastigotes, ya sea por desarrollo fusiforme, pasando por
una forma epimastigote intermedia (2) o por desarrollo orbicular
que involucra un proceso de desenrollamiento.

Los trypomastigotes abandonan la célula huésped, por
ruptura de la misma, reingresando en la corriente sanguínea desde
donde infectarán nuevas células. Existen dos formas de trypomas
tigotes sanguíneos, una más estilizada que invade los tejidos y
prosigue la infección en el mamífero, y una más gruesa que es
fectiva para el insecto vector y así transmite el parásito.

El huésped intermediario que se alimenta sobre un mamí
fero infectado puede ingerir con la sangre al parásito circulante
(trypomastigote). A medida que se acerca a la luz del intestino,
el parásito se redondea, pierde el flagelo, diferenciándose a a
mastigote y luego a epimastigote, el que se multiplica activamen
te en la región del intestino medio. Finalmente, los epimastigo
tes se diferencian a trypomastigotes metaciclicos en la ampolla
rectal del insecto, los que se eliminan con las heces para ini

11
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ciar el nuevo ciclo. No se demostró penetración celular en el
vector, pero si una estrecha relación entre las células epitelia
les del mismo y la membrana celular de Trypanosoma crusi.

La Figura I-2 esquematiza el ciclo biológico de TTypano
soma cruzi.

Mesogastrio

Tnflxmasthme
. hec s

Thurmastnmmxede T Hueqxfi nnmmtdnado en e

aïgre Í?
perlsfiauca Huquaixmztebraáa l

íquxzmastigotes
inomflados

_ Amastigote

Figura I-2: Ciclo biológico del Trypanosomacruzi. Esquemapubli
cado en el Boletín de la Oficina Sanitaria Panamericana, en marzo
de 1976.
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V. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

El TTypanosomarequiere para crecer un medio muy rico y
complejo. Necesita como fuente de energia glucosa o algún otro
sustrato hidrocarbonado tal como citrato, acetato, succinato o
glucosamina. La presencia de todos los aminoácidos es importante,
al igual que la de purinas y pirimidinas. Se requieren cantidades
apreciables de cloruro de sodio y fosfato diácido de potasio. Un
componente fundamental para el crecimiento es la hemina, ya que
T. cruzi es incapaz de sintetizar el anillo de las porfirinas.
Según el medio de cultivo, debe adicionarse suero fetal bovino o
albúmina como fuente de factores de crecimiento. El pH óptimo es
7,4 dado por el tampón HEPESy NaCOa,y la temperatura no debe su
perar los 30°C.

El cultivo de epimastigotes está bien establecido, en
medios axénicos ya sean bifásicos o monofásicos, preferentemente
LIT (liver infussion tryptose). Avila (27) describió un medio más
simple conteniendo únicamente glucosa, sales inorgánicas, nucleó
tidos, vitaminas y catalasa de higado bovino comofuente de ami
noácidos. Esta última no puede reemplazarse por una mezcla de a
minoácidos libres. Posteriormente, eliminó nucleótidos y vitami
nas.

El estudio de las formas trypomastigote y amastigote se
ha visto entorpecido por falta de accesibilidad a grandes canti
dades de estas formas del parásito. Actualmente, se aislan los
trypomastigotes in vitro del sistema de cultivo de tejidos y tam
bién directamente por cromatografía en DEAEde la sangre de ani
males infectados.

Se ha avanzado en la obtención de amastigotes en culti
vos axénicos in Vitro. Sin embargo, permanece la duda si estas
formas son idénticas a las que se encuentran intracelularmente.

13
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VI. DIFERENCIACION

El Trypanosomacruzi presenta tres estadios definidos en
su desarrollo: amastigote, estadio reproductivo intracelular,
trypomastigote, estadio infectivo, es la forma libre en la circu
lación sanguínea y en el lumen del recto del insecto vector y e
pimastigote, forma multiplicativa en el insecto vector. Los tres
estadios varian en cuanto al medio ambiente, morfología y compor
tamiento; estos cambios se reflejan en la superficie celular del
parásito en la que existen diferencias cualitativas y cuantitati
vas.

Colli (28) observó que los tres estadios reaccionan en
forma diferente frente a lectinas, pudiendo servir éstas como
marcadores de los estadios, tal es el caso de PNA(aglutinina de
mani) que reacciona sólo con amastigotes, WGA(aglutinina de ger
men de trigo), v lectinas de fündeviaea simplicofblia, Sophora
japonica y Helix pomatia, que reaccionan con epimastigotes y la
lectina de fhaseolus vulgaris con trypomastigotes sanguíneos y a
mastigotes. Los trypomastigotes tratados con sialidasa son aglu
tinables con PNA.

Existen otras diferencias marcadas: los epimastigotes
son lisados en suero normal porque activan la via alternativa del
complemento (ACP); en cambio, los trypomastigotes son resistentes
a la lisis en ausencia de anticuerpos. El pasaje de epimastigote
a trypomastigote involucra una modificación en la superficie ce
lular del parásito, que lo hace resistente al ACP. Cuando los
trypomastigotes son tratados con tripsina o sialidasa, activan el
ACPy son lisados. A las seis horas, recuperan su resistencia;
sin embargo, si hay puromicina en el medio, no la recuperan (29).

Todos los estadios del proceso de diferenciación se han
reproducido in vitro. La transformación de trypomastigotes a a
mastigotes y epimastigotes, se obtiene en un medio de cultivo de
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rutina (30). La transformación de epimastigote a trypomastigote,
metaciclogénesis, ocurre en el recto del insecto vector. In Vitro
se obtuvo en medios no definidos, semidefinidos y en cavidades
subcutáneas implantadas en ratón.

En 1964, Camargo (31) observó que la metaciclogénesis se
producía al final de la fase estacionaria de crecimiento cuando
el cultivo ya estaba envejecido. Células epimastigotes, no dife
renciadas, por división producían 2 hijas, una de las cuales es
taba diferenciada y otra no. Por pasaje de los epimastigotes del
medio rico (LIT, liver infussion tryptose) a uno más pobre (LAS,
medio de lactoalbúmina y suero) aumentó 1a diferenciación.

Castellani y colaboradores (32) en 1967, trabajando con
la cepa Y obtuvieron diferenciación de trypomastigotes sanguíneos
a trypomastigotes metacíclicos. Chiari (33) logró diferenciar las
cepas Y y MRa epimastigotes cultivándolos primeramente en LIT y
luego en HIL (heart infussion) que es un medio más pobre. Este
pasaje, así como la acidificación del pH del medio, estimulaban
la metaciclogénesis. Obtuvo los mismos resultados con las cepas
B, CL, MR, Br y ABC.

Posteriormente, Goldenberg (21) logró la diferenciación
de la cepa Dm 28 sometiendo las células cultivadas en LIT a un
stress nutricional al final de la fase logaritmica de crecimien+n
por pasaje a otro medio, TAU(orina artificial de triatómidos,,
suplementado con L-prolina. Analizó los perfiles polipeptidicos
durante la diferenciación observando que los epimastigotes poseen
un mayor grado de complejidad en las proteínas. Contreras y cola
boradores (34) observaron que genes especificos de trypomastigo
tes aparecen 12 horas después de incubar los epimastigotes en
TAUS.Existe síntesis proteica durante la metaciclogénesis, 10s
productos de expresión de genes preceden la diferenciación morfo
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lógica: los antígenos de epimastigotes son reemplazados por los
de trypomastigotes metacíclicos, una proteína de 80-85 kd es sin
tetizada activamente.

Otros autores (35) utilizaron extractos de insectos, ho
mogenato de intestino de Jüwpanosomainfestans o hemolinfa para
suplementar cultivos de epimastigotes. Luego de 6 a 8 días en me
dio de Grace (36) se suplementaron los cultivos con el homogena
to, y la morfogénesis fue irreversible después de 4 horas de in
teracción con éste.

VI.1 EAQIQBEEINJLQLJLQBAEQSEHLADIFERENQIAQIQH

En los casos conocidos hasta el momento, la diferencia
ción ocurre debido a factores exógenos o involucra un factor bio
lógico activo.

Entre los factores exógenos influye: el tamaño del inó—
culo, cuando éste supera 1,5-2,5 x 107 cel/m1 se inhibe la dife
renciación, la tensión de oxigeno, el medio de cultivo, y e?
tiempo del cultivo. En muchoscasos, la diferenciación ocurre al
final de la fase estacionaria. Varios autores depletan medios ri
cos para inducir la diferenciación en la creencia que la ausencia
de un nutriente esencial o la acumulación de un metabolito pueden
provocarla. Otro factor involucrado es la temperatura, variacio»
nes de 4°C a 28°C o de 21°C a 28°C aceleran la diferenciación;
esto es similar a lo que ocurre con Trypanosomaconorhini que se
diferencia cuando aumenta la temperatura. Cambios en el pH del
medio modifican la diferenciación; se conoce que una acidifica
ción del pH debida a acumulación de ácidos orgánicos seguida de
un desplazamiento de pH 6,5 a 6,7 estimulan la transformación.

Varios autores (35,37,38) demostraron que la diferencia
ción puede ocurrir independientemente del agotamiento de nutrien
tes porque encontraron una significativa morfogénesis durante el
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crecimiento exponencial, pero observaron que se requiere la pre
sencia de un factor biológico activo. Estos autores no encuentran
diferenciación en ausencia de la hemolinfa de Phylosamia cynthia,
u homogenato total de fihodnius prolixus o hemolinfa u homogenato
de Triatoma infestans. O'Daly (39) sugiere, en cambio, que tanto
nutrientes como factores biológicos están involucrados, ya que
logró diferenciar epimastigotes al final de la etapa estacionaria
en presencia de seroalbúmina fetal bovina comoestímulo.

Existen factores biológicos no específicos involucrados,
ya que se obtuvo morfogénesis in vitro en cultivos suplementados
con hemolinfa de nylosamia, en células de Aedes aegypti en cul
tivo, o in vivo infectando otros artrópodos. Si el parásito posee
un receptor en la membrana, capaz de reconocer un factor morfoge
nético activo en el intestino del insecto, no es sorprendente que
el factor no sea especifico, como ya se demostró para ciertas
hormonas, como es el caso de la insulina (40).

En 1982, Sher y Snary (41) obtuvieron diferenciación de
epimastigotes en el medio Tc 199, 18 horas después de la implan
tación subcutánea en ratón durante '7 horas. Aparentemente, el
huésped mamífero provee una sustancia requerida para la diferen
ciación o induce una modificación en la membranacelular del pa
rásito.

V1.2. BQLDELAI'LEQ

Cambiosen los niveles intracelulares de nucleótidos ci
clicos, especialmente del 3'5' adenosina monofosfato cíclico,
AMPc,están involucrados en la diferenciación celular, reproduc
ción, síntesis de macromoléculas, neurotransmisión y variaciones
en la permeabilidad de membranasde muchos organismos eucariotes.
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La hipótesis de que el AMPcregula la proliferación ce
lular era apoyada por muchos investigadores en la década del 70.
Se sabia que las células transformadas tenian bajos los niveles
de AMPCy que el agregado de agentes que elevasen su concentra
ción intracelular detenía el crecimiento celular. Posteriormente,
J. Pawelek (42) observó que los efectos del AMPcdependen de su
concentración en la célula y que la dosis óptima varia de célula
a célula de acuerdo a la constante de asociación (Ka) por el AMPc
de la proteina quinasa dependiente del nucleótido cíclico.

La concentración de AMPcse eleva en forma transitoria
previamente a la sintesis de ADNen un gran número de células,
pero la iniciación de la sintesis se detiene si los niveles del
nucleótido se mantienen elevados. Esto ocurre en bacterias, leva
duras y células de mamífero in vivo e in Vitro. Se conoce el rol
del AMPcen la modulación de la expresión génica, sin embargo, no
está claro cómo la lleva a cabo. La via de acción del AMPcpodria
involucrar la fosforilación de proteinas nucleares que, a su vez,
regularian la transcripción de genes especificos. Se ha demostra
do que en células de médula adrenal, el aumento de los niveles de
AMPcdisocia la quinasa de proteinas dependiente del nucleótido
citosólica y las subunidadescatalíticas se traslocan al núcleo y
fosforilan proteínas no histónicas fuertemente asociadas a croma
tina. Concomitantemente, con la fosforilación se incrementa la
síntesis de RNAmensajeros (RNAm)que se traduce en un aumento de
tirosina hidroxilasa (43). Este es un ejemplo del control indi
recto que ejerce el AMPcen la regulación génica.

Los niveles intracelulares del AMPcresultan del equili
brio entre la adenilato ciclasa, enzimaque lo sintetiza a partir
de 5'ATP liberando pirofosfato y la fosfodiesterasa de AMPcque
degrada el nucleótido a 5'AMP.Los receptores intracelulares del
AMPcdifieren en organismos procariotes y eucariotes. En E. coli,
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el AMPcse asocia a la proteina CRP o CAP (proteina asociada a
cromatina) que se une a secuencias de ADNpermitiendo la trans
cripción de varios operones regulados por represión catabólica.
En eucariotes, el receptor del AMPces la subunidad regulatoria
de la quinasa de proteinas dependiente del nucleótido, éste actúa
comosegundo mensajero a través del cual eventos intracelulares
son controlados por estímulos externos, incluyendo algunas hormo
nas. La quinasa dependiente de AMPc (PK-AMPc)está presente en
vertebrados, invertebrados y microorganismos. Estudios de lineas
celulares resistentes al AMPcsugieren que la PK-AMPCes respon
sable de todos o casi todos los eventos mediados por AMPc,esti
mulando o inhibiendo varias vias metabólicas dando origen a la
respuesta celular.

Estudios sobre el papel del nucleótido en los Trypanoso
mas sugieren que éste está involucrado en la diferenciación. Se
detectó actividad de adenilato ciclasa en T. brucei (44) y T.
cruzi (45,46), actividad de fosfodiesterasa en T. gambiense, T.
cruzi, T. brucei y L. donovani (47,48,49,50,51). Existen protei
nas con capacidad de unir AMPCen T. gambiense, T. crusi y en T.
brucei, asi como actividad de quinasas de proteinas estimulada
por nucleósidos en T. gambiense (52.53,54,55,56). Se correlacionó
el aumento de los niveles de AMPccon la disminución de la proli
feración celular en promastigotes de L. tropica y con la inhibi—
ción de la diferenciación de amastigotes a promastigotes en L.
donovani (57).

El crecimientc> de epimastigotes de T. cruzi disminuye
cuando se agregan drogas adrenérgicas al medio de cultivo, revir
tiéndose el efecto por la presencia del antagonista adrenérgico,
propanolol. Este fenómeno es mediado por AMPcdado que el agrega
do de inhibidores de fosfodiesterasa o de dibutiril AMPcproducen
el mismo efecto. Los niveles de AMPcaumentan cuando se agregan
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ligandos a organismos intactos, lo que sugiere que el rol del
AMPcen el control del crecimiento del parásito es mediado por
receptores adrenérgicos (58).

Strickler y Patton (59a) estudiaron la diferenciación de
Trypanosoma lewisi. Este es ¡H1parásito no patógeno de ratas,
perteneciente a la sección salivaria. La transformación de T. 1e
wisi involucra un pasaje de una población con alta reproducción a
una población no reproductiva. Estas dos poblaciones tienen dife
rentes caracteristicas morfológicas, bioquímicas y fisicas. La
transformación se induce por un anticuerpo del huésped mamífero,
ablastina. que inhibe la reproducción del parásito. En presencia
de ablastina, la diferenciación de T, lewisi es completa; sin em
bargo, se revierte al quitar el anticuerpo del medio. Se determi
naron los niveles de AMPcdurante el ciclo de vida del parásito;
el AMPCintracelular aumenta dos veces su concentración durante
la transición de formas reproductivas a no reproductivas. En cé
lulas de mamíferos en cultivo, se ha observado que el AMPCreduce
la respuesta a lectinas de las células transformadas a niveles de
las no transformadas e induce una alteración morfológica en las
células transformadas, similar a las no transformadas. Cuandose
agrega el nucleótido exógenamentea cultivos primarios en creci
miento, se inhibe la sintesis de ADNy se detiene la célula ev
fase G1. Dado que durante la diferenciación de T. lewisi se inhi—
be la reproducción y se producen alteraciones morfológicas y de
membrana, se ha sugerido que la función de la ablastina es esti
mular el aumento de los niveles intracelulares de AMPC.

La transición de formas sanguíneas delgadas a gruesas
durante la infección pleomórfica de T. brucei involucra una serie
de cambios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos tales comoel
acortamiento del flagelo y del cuerpo, un aumento del reticulo
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endoplásmico y de vacuolas digestivas, asi comovariaciones en la
sintesis de enzimas respiratorias y del metabolismo de carbohi
dratos hacia una vía aeróbica de obtención de energía.

Los niveles intracelulares de AMPcen Ytat 1, variante
pleomórfica clonada de T. brucei y en EATRO110M, cepa monomórfi
ca de flï brucei, presentan variaciones no azarosas durante las
fluctuaciones en parasitemia en ratas normales e inmunosuprimi
das. Los niveles de AMPcaumentan a medida que la infección se a
cerca al pico de parasitemia. Cuando en la población aparecen
formas intermedias y disminuye el porcentaje de formas delgadas,
caen los niveles de AMPC(59h).

Recientemente, Rangel-Aldao y colaboradores (60), obser
varon que los trypomastigotes de la cepa E.P. de T. cruel conte
nian 4 veces más AMPcque los epimastigotes. Esta última forma
celular que tiene capacidad de proliferación, presentó niveles
intracelulares de APMcsimilares a los descriptos por Strickler y
Patton (59a) para la forma reproductiva de T. lewisi, mientras
que los trypomastigotes mostraron valores similares a la forma nr
proliferativa de T. lewisi. Los autores sugieren que el AMPces
un regulador negativo de la división celular en Trypanosomas y
que en concentraciones elevadas gatillaria la diferenciación ce
lular en T. crusi.
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VII. ENZIHAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DEL AUPc

Las enzimas que regulan los niveles intracelulares del
AMPcson: la adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa de nucleótidos
cíclicos y la quinasa de proteinas dependiente del nucleótido.
Este sistema de control ha conservado sus principales caracteris
ticas a lo largo de la evolución, lo cual sugiere que la función
del AMPctambién se ha conservado.

VII.1.A. Adgnilalg ciclasa

La adenilato ciclasa es la enzima responsable de la sín
tesis del AMPcsegún la reacción:

adenilato ciclasa
ATP : AMPc + PPi

Me+2

Los sustratos de esta reacción pueden ser los complejos
Mg-ATPo Mn-ATP, actuando los cationes divalentes MgZ+y Mn2+ co
mo activadores de la misma. En el caso de algunas ciclasas como
la de Néurospora (61), testículo (62) y T. cruzi (46) la depen
dencia de Mn2+es casi absoluta. Si bien la concentración intra
celular de M32+es casi cien veces mayor que la de Mn2+, la mayor
estabilidad que posee el complejo Mn-ATPpodria explicar que la
enzima funcione in vivo con ambos cationes (63).

La actividad de esta enzima se ha detectado en todas las
células animales estudiadas (64)(excepto eritrocitos caninos), en
sistemas eucariotes inferiores tales comoprotozoarios (65), hon
gos (61), levaduras (66) y también en bacterias (67,68). En todas
las células eucariotes estudiadas, la adenilato ciclasa se en
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cuentra asociada a membranaplasmática, siendo excepción a esta
regla la enzima de los túbulos seminiferos cuya localización es
citoplasmática (62). En organismos inferiores y bacterias, la a
sociación de la enzima a la membranaes bastante débil.

En 1967, Robinson, Bütcher y Sutherland (69a) propusie
ron un modelo que asumía la existencia de dos subunidades con una
orientación direccional especifica. El receptor, en el lado ex
terno de la membrana, interaccionaria con la hormona correspon
diente, con lo cual activaría la subunidad catalítica de la enzi
ma en la cara interna de la membrana. Actualmente se conoce que
los receptores hormonales son proteínas diferentes a la adenilato
ciclasa. Insel y colaboradores (69b)demostraron que dos clones de
células de hepatoma de rata y de una variante de linfoma de ratón
S49, ambosdeficientes fenotipicamente de adenilato ciclasa, po
seían receptores B-adrenérgicos. Esto indicaba la existencia de
dos proteinas diferentes, receptor y enzima, que luego pudieron
ser separadas físicamente y caracterizadas molecularmente (70,
71).

La adenilato ciclasa sensible a hormonas consta al menos
de tres tipos de proteínas: receptor (R), y componentesregulato
rio (N) y catalitico (72). Funcionalmente, se distinguen dos ti
pos de componentes regulatorios: Ns, que media los procesos de
estimulación y Ni que está involucrado en la inhibición de la a
denilato ciclasa. Ns y Ni son heterotrímeros con subunidades a, B
y X, cuyos pesos moleculares son: 42 a 45 kd para as; 40 a 41 kd
para ai; 35 kd para B y 5 a 8 kd para 8.

La activación de Ns es el paso limitante de la velocidad
de activación de la enzima, y es dependiente de Mg-ATP.El compo
nente Ns interacciona con guanil nucleótidos y sus análogos no
hidrolizables. El sitio de unión del GTPestá localizado en la
subunidad as que, además, es portadora de una actividad GTPásica,
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fundamental para la desactivación de la enzima. También contiene
un sitio para la interacción con la toxina del cólera, que esti
mula la adenilato ciclasa como resultado de la ADPribosilación
de la subunidad as en presencia de NAD+.

VII.1.B.Adenilm ciclasa en Magma.

Se ha determinado actividad de adenilato ciclasa en T.
brucei y en T. crusi. En ambos casos está asociada a membrana. La
enzima de T. brucei no responde a glucagon o adrenalina ni se ac
tiva por nucleótidos de guanina; en cambio está regulada positi
vamente por Ca2+; éste efecto sólo es demostrable en células en
teras (73). La activación de la adenilato ciclasa ocurre cuando
los iones Ca2+ entran en la membrana plasmática y no por pasaje
de Ca2+a la célula, lo cual sugiere que el receptor del Ca2+es
tá dentro de la membranaplasmática, y no expuesto en sus caras
internas o externas. Aparentemente, el efecto activador del Ca2+
no está mediado por calmodulina, ya que la presencia de 50 HM
Trifluoperazina (TFP) no tiene efecto inhibitorio (74). Se demos
tró que anestésicos locales, comoel alcohol bencílico, que expo»
nen el sitio de unión al Ca2+ en el receptor del Ca2+, potenCian
el efecto activador del Ca2+ (75). En T. brucei, la adenilato ci
clasa puede estar involucrada en el cambio de la proteína mayori
taria de superficie VSG.

En T. cruzi la adenilato ciclasa posee una subunidad ca
talitica semejante a la de mamíferos. Pudo reconstituirse un sis
tema heterólogo con la subunidad catalitica de T. cruzi y membra
nas de hígado tratadas con N-etilmaleimida, que anula la actiVi
dad catalitica de éstas. El sistema reconstituido es sensible a
glucagon, fluoruro y utiliza MgATPcomosustrato (76).
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A pesar de utilizar MnATPpreferentemente como sustra
to, la enzima de T. cruzi posee actividad con Mg ATP en mucho me
nor grado. Por ADP-ribosilación de las membranas de T. cruzi con
toxina del cólera y adenina l4C-NAD+y posterior electroforesis
en condiciones disociantes, se detectó una banda de 45 k; lo que
indica que T. cruzi posee un sustrato polipeptídico para la acti
vidad ADP-ribosilante de la toxina del cólera que corresponde a
la subunidad as del componente N. Además, se reconstituyó la ade
nilato ciclasa de T. cruzi con la variante S49 de linfoma de ra
tón y se obtuvo un sistema heterólogo capaz de responder a efec
tores B-adrenérgicos (77).

VII 2 QfllflAfiAfi DE EBQIEIHAS

Las quinasas de proteinas son enzimas que catalizan la
transferencia del fosfato X del ATPa un sustrato aceptor. Se han
clasificado estas enzimas en base al modulador que regula la ac
tividad quinásica y al grupo aminoacidico que fosforilan, ya sea
serina, treonina o tirosina. En este trabajo se describirán las
quinasas dependientes de nucleótidos ciclicos que fosforilan re
siduos serina o treonina.VII.2.A.

En 1957, Sutherland y Rall (78) descubrieron el AMPcy
posteriormente la adenilato ciclasa (79), enzima que cataliza su
síntesis a partir de 5'ATP. Diez años más tarde, Walsh y colabo
radores (80) purificaron la quinasa de proteínas de músculo de
conejo, que tiene una dependencia absoluta por el nucleótido y
que, a su vez, activa la fosforilasa quinasa (FK) por fosforila
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ción. Encontró asi, por primera vez, el eslabón entre la estimu
lación de la adenilato ciclasa por la epinefrina y la activación
de la fosforilasa quinasa.

Posteriormente, se encontró que un gran número de proce
sos fisiológicos, influenciados por el AMPc,estaban regulados
por la fosforilación de proteinas. Muchasde estas reacciones de
fosforilación responden directamente al AMPc,y la enzima involu
crada se denominó quinasa de proteinas dependiente de AMPc(PK
AMPc).

La PK-AMPcestá compuesta por dos tipos de subunidades,
catalítica y regulatoria, que interactúan una con otra y con el
AMPccomose detalla en la siguiente reacción:

R2C2 + 4 AMPC::::: 2 R.AMPCZ + 2C

en la cual R202 representa la holoenzima inactiva, R
AMPczes la subunidad regulatoria unida al AMPC,y C es la subu
nidad catalitica libre con actividad de quinasa. El AMPcdisocia
la holoenzima permitiendo que se active.

Se postula la existencia de un complejo ternario inter
mediario en la reacción de disociación:

R202 + 4 AMPc2:22 R2.4AMPc.Cz ¡2:2 R2.4AMPc + ZC

Se sabe que R reacciona con C en presencia de AMPc(81).
Recientemente, Connelly y colaboradores (82) aislaron, durante la
reasociación de las subunidades, un complejo ternario establz
formado por AMPcy por una especie trimérica R2C. A su vez, Cobb
y Corbin (83) lograron separar,mediante HPLC,un complejo terna
rio formado por R y C que posee actividad de fosfotransferasa de
pendiente de AMPcy tiene la mitad de sus sitios ocupados por el
nucleótido.
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La subunidad "R" existe como un dimero compuesto por
dos cadenas polipeptidicas idénticas; "C" existe como monómero.
El coeficiente friccional y radio axial sugieren que “C” es una
proteina globular, mientras que la holoenzima y "R" son asimétri
cas.

Existen dos tipos de PK-AMPCsolubles que se comportan
de manera diferente en: cromatografía en DEAE,propiedades inmu
nológicas, afinidad por el AMPc,interacción entre subunidades,
distribución tisular y capacidad de autofosforilación. Se las de
nomina PK-AMPCI y II. Ambastienen estructura tetramérica, pose
en subunidades cataliticas idénticas y difieren en su subunidad
regulatoria.

VII.2.A.1. SitiosdeuniánaiAMBcenlasuhunmadneguiaioria.WWW
La holoenzima nativa se activa por la unión de dos molé

culas de AMPCa cada monómeroregulatorio, con la consecuente li
beración de las subunidades cataliticas. Esto ocurre a través de
la unión cooperativa del AMPCa dos sitios diferentes en cada ca
dena de R. Los dos sitios difieren en la velocidad de intercambio
del nucleótido ligado y en su afinidad diferencial por análogos
del AMPc. La velocidad de disociación del 3H AMPces 0,025-0,05/
min para el sitio 1 y 0,23-0,26/min para el sitio 2. El sitio 1
prefiere análogos del AMPcmodificados en la posición Cs, y el
sitio 2 análogos modificados en la posición N6. El sitio 1 es
probablemente el primero en ser ocupado (84).

La cooperatividad positiva en la unión del AMPCse re
fleja en una cooperatividad en la activación de la quinasa de
proteinas. Dadoque R existe en forma dimérica, la cooperatividad
puede ser intra o intermonómeros o ambas. Por proteólisis limita
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da se pierde el dimero regulatorio, pero la monomerización no a
fecta la velocidad de disociación del AMPcni la selectividad de
los análogos. Clásicamente, se conocía que los efectos cooperati
vos eran entre subunidades, sin embargo, la interacción coopera
tiva entre los dos sitios no se altera por proteólisis, lo que
indica una interacción intrasubunidad.

La subunidad R es análoga a la calmodulina, proteina mo
nomérica que une 4 Ca++ a la misma molécula. En ambos casos, los
sitios de unión al AMPco al Ca++ evolucionaron por duplicación
de genes. Los sitios de unión al AMPcde la proteina CAPde E.
coli (proteina activadora de genes por catabolitos) son homólogos
a los de R y los residuos no conservados pueden ser responsables
de las diferencias de afinidad de ambossitios (85).

En condiciones fisiológicas, la concentración de la en
zima es 0,2-0,7 pM, la constante de disociación del AMPces 10-8,
y la afinidad entre R y C es 0,2 a 0,6 nM. Cuando el AMPcse une
a R, la afinidad entre R y C cae diez veces y se produce la diso
ciación. La disociación completa de C y R requiere que los cuatro
sitios de unión al AMPcestén ocupados y todos los sitios en la
subunidad R dimérica deben interactuar entre si para generar la
cooperatividad positiva que tiene un coeficiente de Hill de 1,8.
La interacción de sólo dos sitios en forma homóloga (sitio 1 
sitio 2) o heteróloga (sitio 1 - sitio 1'), no podría ocasionar
esta elevada cooperatividad.

Usandodos diasteroisómeros sp y rp adenosina 3'-5' fos
forotioato, en los que la carga negativa del grupo fosfato está
en posición ecuatorial (sp) o axial (rp) se detectaron cambios
estructurales en la región de unión al AMPc. El rp-AMPc se une a
R pero no disocia (actúa inhibiendo); el sp-AMPcse une a R y ac
tiva en forma similar al AMPc.
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Se postuló que el AMPcreconoce primeramente a los oxi
genos 5' y 3' y al grupo 2' hidroxilo, a los que se une por puen
tes hidrógeno. Esta unión podria representar el complejo ternario
R2.C2.(AMPC)4formado previamente a la disociación. En un segundo
paso podría formarse un puente salino entre la carga negativa del
oxígeno ecuatorial exociclico con la carga positiva de un residuo
aminoacídico. Posiblemente, la arginina sea el aminoácido involu
crado. Este mecanismo en dos pasos podria explicar los cambios
conformacionales de la subunidad regulatoria que lleva a disociar
la catalítica (84).

VII.2.A.2.mmsmmmmmnm
Por experimentos con análogos del AMPCse conoce que am

bos sitios están involucrados en la activación de la quinasa. La
unión a un solo sitio no es suficiente para la activación de la
enzima; sin embargo, usando espectroscopía de polarización de
fluorescencia, se encontró que dos moléculas de AMPceran necesa
rias y suficientes para liberar ambassubunidades cataliticas. A
fin de estudiar la cooperatividad entre los sitios de unión a
AMPC,presentes en la subunidad regulatoría de la quinasa de pro
teínas dependiente del nucleótido, Steinberg y colaboradores (86)
caracterizaron mutantes de la variante S49 de linfoma de ratón,
con lesiones en la subunidad RI.

Estos autores observaron que la lesión en uno de los si
tios del AMPcdisminuía la cooperatividad entre sitios, porque
inhibía la unión del nucleótido al sitio mutado. Además,en estas
mutantes se alteraba la constante de disociación (Kd) del sitio
no mutado, y aumentaba la velocidad con que éste se disociaba del
AMPc.Los autores sugieren que en las mutantes se mantiene la in
teracción entre las subunidades y que la cooperatividad observada
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en la activación de la quinasa mutada se debe a los efectos coo
perativos de la interacción entre el dimero de R y la subunidad
C, y no a los efectos intracatenarios entre los sitios de AMPc.

En conclusión, la quinasa de proteinas dependiente de
AMPcpuede activarse por la interacción del AMPccon cualquiera
de los sitios de unión, ya sea el 1 ó el 2. La fuerte cooperati
vidad entre los sitios 1 y 2 lleva a que ambosestén involucrados
en el proceso de activación de la quinasa de la cepa salvaje. Es
ta interacción intracatenaria subraya las diferencias en sensibi
lidad y cooperatividad entre la enzima de la cepa salvaje y la
mutada. Ademásde las interacciones intracatenarias, existen in
teracciones intercatenarias, que son las responsables de la limi
tada cooperatividad observada en la activación de la enzima muta
da.

VII.2.A.3.1. Diferencias entre las Qllinfifiafide proteinas
demndienissdeAflEc

El primer indicio de la existencia de dos tipos de qui
nasas dependientes de AMPcfue la elución diferencial de una cro
matografía en DEAEocelulosade dos actividades quinásicas con ca
pacidad de unir AMPc. Se denominaron quinasas I y II de acuerdo
al orden de elución en el gradiente de NaCl, 0,08-0,1 My 0,2 M,
respectivamente. Ambasquinasas son solubles, presentan la misma
estructura tetramérica y el mismomecanismode activación en pre
sencia de AMPc.

Prototipos de ambas quinasas han sido purificados a ho
mogeneidad: la quinasa de músculo esquelético de conejo (tipo I)
y la quinasa de músculo cardiaco bovino (tipo II). La PKI tiene
un peso molecular de 165 K y la PKII de 174,4 K. Esta diferencia
en el peso molecular se debe al tamaño de las subunidades regula
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torias: 47-49 K para RI y 55-56 K para RII. Las subunidades cata
líticas son idénticas con un peso molecular de 38 K (87). Mapas
peptídicos de RI y RII mostraron grandes diferencias en la es
tructura primaria de ambas subunidades. Posteriormente, Takio y
colaboradores (88), y Titani y colaboradores (89) obtuvieron las
secuencias aminoacidicas de ambas subunidades regulatorias y con
firmaron estas diferencias.

La PKI tiene mayor afinidad por el AMPcdisociándose a
bajas concentraciones del nucleótido; también la histona se une a
RI e induce la disociación. En cambio, PKII se disocia solamente
en presencia de altos niveles de AMPc.Aparentemente, la unión
del AMPca PKI y PKII tiene una cooperatividad débilmente positi
va (90).

Las dos enzimas difieren en su afinidad por el ATP. RI
une ATPcon alta afinidad (50 pM); esto se debe a que la serina
95 presente en RII está reemplazada por una alanina en RI (84).
Significativamente, el complejo Mg-ATPestimula la reasociación
de RI con la subunidad catalitica pero no la de RII. La subunidad
RII se autofosforila; la subunidad RI, en cambio, puede ser fos
forilada in vitro en una reacción lenta catalizada por la quinasa
de proteínas dependientes de GMPc(91). Ambasquinasas se activan
preincubando con alta sal, en ausencia de AMPc,que desplaza el
equilibrio hacia la disociación. Además, la alta sal impide la
reasociación de RII (83).

VII.2.A.3.2. Auflfgsfgnilagián de RU.

La subunidad RII se autofosforila en una reacción intra
molecular y dicho sitio de autofosforilación presenta grandes se
mejanzas con otros sustratos fosforilados por la quinasa. PKII
incorpora 1 mol de fosfato del ATPen cada uno de los residuos
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serina 95 del dímero de R. El Kmpara el ATPpara esta reacción
es de 0,7 uM, bastante menor que la concentración fisiológica de
ATP, por lo cual la proteína RII predomina en la forma fosforila
da. La fosforilación reduce la movilidad electroforética de la
proteína, siendo 54 K el peso molecular de la enzima defosforila
da, y 56 K el de la fosforilada. Existen otros sitios en RII que
pueden fosforilarse in vitro e in Vivopor la caseina quinasa II
o por la glucógeno sintetasa quinasa 5 (serinas 74 y 76), además,
la glucógeno sintetasa quinasa 3 fosforila las serinas 44 y 47.
Hasta el momento,no está claro si estas fosforilaciones inter
vienen en la regulación de la enzima.

La PKII fosforilada o defosforilada une 2 moles de AMPc
por monómeroregulatorio y se disocia hasta el mismonivel, cual
quiera sea la concentración de AMPc.Sin embargo, la RII defosfo
rilada se reasocia 5 a 8 veces más rápido que la RII fosforilada.
La concentración de AMPcdebe caer hasta diez veces para lograr
la misma reasociación que la RII no fosforilada. La enzima fosfo
rilada potencia el efecto disociante del AMPc.La reasociación
involucra la formación de un trimero cuyo peso molecular es de
137 K. La RII fosforilada puede defosforilarse por acción de fos
fatasas que actúan sobre la subunidad libre, pero no sobre la ho
loenzima (93). Blumenthal y colaboradores (93) han descripto una
fosfatasa de proteínas dependiente de calmodulina que in vdtro
defosforila la subunidad RII.VII.2.A.3.3.

Antisueros obtenidos contra la subunidad RII de corazón
reaccionan con RII y con la holoenzima RIIzCz pero no con RI o
RIzCz y viceversa, demostrando que los determinantes antigénicos
varían de una subunidad regulatoria a otra. Con los antisueros se
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ha detectado la presencia de ambas quinasas en proporciones va
riables en diferentes tejidos. Existe una localización inmunoci
toquímica especifica de RI y RII que varia de especie a especie
(94). Además, se observaron niveles alterados de RI y RII en cé
lulas que modifican su potencial proliferativo,como en el caso de
la transformación y diferenciación (95). Existe una expresión di
ferencial de RI y RII durante el desarrollo y en distintas fases
de la progresión del ciclo celular.

VII.2.A.4. Hgmglggiaxemlugióndalassuhunmadasfll
¡LRJLI

Ambassubunidades regulatorias, RI y RII, presentan tres
dominios funcionales y una región susceptible al ataque proteolí
tico. Esta región, rica en prolina, a la cual se denominó “región
bisagra”, separa un dominio aminoterminal pequeño de un dominio
carboxiterminal mayoritario.

El sitio de autofosforilación de RII y el sitio de RI
que se fosforila in vitro por la quinasa de proteinas dependiente
de GMPcíclico se localiza en la región bisagra (91). Cercano al
sitio de autofosforilación de RII se encuentran dos regiones muy
ácidas, que comprenden los aminoácidos 73 a 83 y 104 a 111. Se
cree que pueden estar involucradas en la interacción con la subu
nidad catalítica que es una proteína muybásica. Existen eviden
cias de que los aminoácidos 91 y 92 (asp-arg) son imprescindibles
para la interacción de RII con la subunidad catalítica. A1estar
presente, C protege a R de la degradación por proteasas (88).

Por proteólisis limitada de RI y RII, se obtiene un
fragmento aminoterminal de 134 aminoácidos, bloqueado en el ex
tremo por un acetilo. En este fragmento se encuentra el dominio
de dimerización de R, que se ha sugerido es el responsable de la
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unión no-covalente de la holoenzima a organelas celulares, pu
diendo servir para compartimentalizar la enzima ¿nl la célula
(85). El fragmento carboxiterminal restante, contiene dos secuen
cias con alta homología interna, en las que se encuentran los si
tios de unión a AMPc.

Takio y colaboradores (88) obtuvieron la secuencia ami
noacidica de la subunidad RII obtenida de corazón bovino. La se
cuencia comprende 400 aminoácidos, lo que corresponde a un peso
molecular de 45,084 Kd que es 10 Kd menor que el inferido por e
lectroforesis en geles desnaturalizantes. Esta diferencia puede
deberse a la asimetría de la subunidad RII. Existen dos zonas con
alta homologia interna entre los aminoácidos 135 a 256 y 257 a
400, que probablemente se han originado por la duplicación en
tandem de ¡ni gen ancestral. Las secuencias mas homólogas, que
comprenden los residuos 202 a 215 y 332 a 345, son los sitios de
unión a AMPC.Existe otro par de secuencias homólogas entre los
residuos 60 a 87 y 90 a 117, que incluyen el sitio de autofosfo
rilación y las regiones acidicas. Estas secuencias pueden haber
surgido por duplicación génica o ser el resultado de una conver
gencia evolutiva para optimizar la interacción electrostática con
la subunidadcatalítica.

En 1984, Titani y colaboradores (89) secuenciaron la
subunidad RI. Dicha proteína está compuesta por 379 residuos que
corresponden a un peso molecular de 42,8 Kd. Al igual que en RII,
la diferencia con el peso molecular inferido por geles puede de
berse a la asimetría de la proteina. RI también tiene bloqueado
el extremo aminoterminal y posee dos secuencias con alta homolo
gía en el dominio carboxiterminal, que comprenden los aminoácidos
135 a 252 y 253 a 379. Las secuencias de mayor homología, que in
volucran los aminoácidos 201 a 208 y 325 a 332, son los sitios de
unión a AMPc.El grupo fosfato del AMPCse une con las argininas



Introducción

210 y 334, y la ribosa forma puentes de hidrógeno con la alanina
212, la arginina 336 y con las cadenas laterales de los glutámi
cos 201 y 325.

El paralelismo entre las funciones regulatorias y los
sitios de unión a AMPcde las subunidades RI y RII también se ob
serva en las secuencias aminoacidicas y en la organización en do
minios de ambas proteinas. Sin embargo, RI y RII son productos de
distintos genes y las diferencias en las secuencias son suficien
tes para originar las diferencias fisicas y químicas que las ca
racterizan.

Se han alineado las secuencias de RI y RII con la quina
sa dependiente de GMPcíclico (96). Existe poca homologia en la
región aminoterminal; las marcadas diferencias en el extremo 5'
sugieren que esta región se ha derivado de distintos rearreglos
génicos o ha sufrido modificaciones posteriores. Dado <que el
fragmento aminoterminal incluye la región de dimerización, es po
sible que las diferencias se hayan acumulado para asegurar las
interacciones R-Rentre subunidades homólogasy evitar los híbri
dos RI-RII (97).

La región de mayor homologia es el fragmento carboxiter
minal, donde se encuentran los sitios de unión a AMPc.Estos do
minios son claramente homólogos en RI y RII, en la quinasa depen
diente de GMPcy en menor grado en la proteína CAPde E. coli. Se
puede proponer que RI, RII y la quinasa de GMPccontienen dos do
minios de unión a nucleótidos, cada uno de ellos con una estruc
tura terciaria similar a la de la proteína CAP.

McKayy Steitz (98a) determinaron la estructura crista
lina de la proteina CAPde E. coli. Es una proteina dependiente
de AMPcque actúa a nivel de la transcripción. CAP se une al ADN
en secuencias específicas en presencia de AMPcy regula la trans
cripción de los operones lactosa, galactosa y arabinosa C. En au
sencia de AMPcsólo une ADNinespecificamente.
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Los cristales de CAPcontienen una molécula de AMPcpor
subunidad de la proteina dimérica. El sitio de unión del AMPcse
localiza en un bolsillo profundo situado en el dominio aminoter
minal de CAP. Este bolsillo se forma entre un enrollamiento tipo
B formado por ocho cadenas B y dos a-hélices largas.

Cada molécula de AMPcestá sepultada dentro de la prote
ína. El grupo fosfato del AMPcforma un puente con el residuo ar
ginina 82 de la cadena B7 y el anillo de adenina interacciona con
los residuos treonina y serina de la a-hélice C. Este elemento
estructural también se conserva en RI.

Existe una clara homología entre ciertas secuencias de
CAPy dos secuencias repetidas de RII. El perfil hidropático in
dica un enrollamiento similar en RII y CAP. Muchos aminoácidos en
contacto con el AMPcestán conservados, las argininas 213 y 343
de RII son homólogas y probablemente cumplan la misma función que
la arginina 82 de CAP. La mayor homología ocurre entre las cade
nas 82 y B7 que comprenden los aminoácidos 30 a 89 de CAP. Esta
región comparte un 45%de homologia con la primera región homólo
ga de RII y un 46,7% con la segunda (98b).

Esta homologia entre CAPy RII sugiere que el dominio
del AMPces una estructura conservada en ambas proteínas. El pre
cursor ancestral común de la proteína con capacidad de unir AMPC
ha evolucionado en un receptor o transductor de los niveles de
AMPcen bacterias y mamíferos. En ambos casos, han desarrollado
distintas respuestas, mediadas por AMPC,ante la disminución de
los niveles de glucosa. En procariotes, el dominio de unión del
AMPcestá adosado a un dominio de unión al ADN; este último com
parte homologías estructurales y de secuencia con represores de
bacterias y virus. En mamíferos, el dominio del AMPces parte de
una subunidad que regula la actividad de la primera enzima de la
vía glucolítica.
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Otros autores (99) han secuenciado la subunidad regula
toria de D. discoideum y la compararon con las correspondientes
secuencias de RI y RII de eucariotes superiores. Dada la temprana
divergencia de D. discoideum del tronco de los eucariotes, esta
comparación puede adelantar alguna evidencia sobre la evolución
de dicha subunidad. La subunidad R de D. discoideum carece de los
primeros 70 aminoácidos del extremo aminoterminal que correspon
den al dominio de dimerización, lo cual indicaria que la R de
Dictyostelium es un monómero.

La región bisagra presente en RI y RII, con la cual in
teractúa la subunidad catalitica, se ha conservado en Dictyoste
lium; por ello, se pudo reconstituir una holoenzima heteróloga
con subunidades provenientes de D. discoideum y de mamíferos. La
región de mayor homología es el extremo carboxiterminal, donde se
localizan los sitios de unión a AMPc.Los autores propusieron que
la presencia de dos dominios de unión a AMPcen Dictyostelium in
dicaría que la duplicación a partir de un putativo "gen ances
tral" fue anterior a la adquisición de un dominio dimérico. Ade
más, postulan que el gen ancestral tenía poca afinidad por el
AMPc,dado que el sitio presente en la proteina CAP une el nu
cleótido en el rango micromolar.

En el modelo propuesto, el gen ancestral adquirió un si
tio de interacción con la subunidad catalítica, y luego, uno de
los sitios de unión a AMPcaumentó su afinidad por el nucleótido
al rango nanomolar. Posteriormente, el segundo sitio mejoró su a
finidad, lo que permitió a la actual quinasa de mamíferos una
flexibilidad regulatoria adicional, a través de la cooperatividad
entre sitios.
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VII.2.A.5. Hetemsanaidad de: RU.

E1 prototipo de RII es la subunidad regulatoria de la
quinasa de corazón bovino. Sin embargo, se detectó un segundo ti
po de RII en cerebro, que se denominó RII meural. Ambostipos de
RII se autofosforilan pero presentan diferencias antigénicas en
ensayos de competencia por radioinmuno y diferencias en algunos
aminoácidos. Esta nueva isoforma de RII tiene un peso molecular
de 51-52, está presente en cerebro, ovario, parótida y tejido a
drenal, pero no se detectó en corazón o higado. En ovario, la
R1151, se induce por estradiol, hormona folículo estimulante y
por AMPC,aumentando hasta diez veces su concentración en folicu
los pre-ovulatorios.

Existen tres variantes isoeléctricas de la proteina
R1151 presentes en extracto de células granulosas de ovario
(R1151, R1151.5 y RIIsz), y en cerebro que son estructural e in
munológicamente semejantes. Además, se encuentra una subunidad,
denominadaRIIS4, estructuralmente distinta a RIISI, que es simi
lar a la RII de corazón. Probablemente las distintas variantes i
soeléctricas de RIISI se deban a fosforilaciones post-traduccio
nales catalizadas por una quinasa de proteinas independiente de
AMPc (100).

En ratas existen tres genes diferentes que codifican pa
ra RI, RIIS4 y RIIsz. Aparentemente, las dos RII son productos de
dos genes diferentes más que un procesamiento diferencial de un
solo gen. Jahnsen y colaboradores (97) han secuenciado la subuni
dad R1151. En ella se han conservado los dominios funcionales
presentes en la RII de corazón, incluyendo el dominio de dimeri
zación, el sitio antigénico, el sitio de autofosforilación, y los
sitios de unión a AMPC.
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En la región bisagra se ha sustituido una treonina por
una arginina, lo cual no impidió la interacción de R1151 con la
subunidad C en ensayos de reconstitución. Las mayores diferencias
entre RII51 y RII se encuentran en el fragmento aminoterminal. No
existe homología entre los aminoácidos 45 a 87; ello puede ser
importante para la localización intracelular de la enzima. Ade
más, los residuos serina fosforilados en RII de corazón por las
glucógeno sintetasa quinasas 3 y 5 (serina 44, 47 y 74) y por la
quinasa de caseina (serina 74 y 76) están sustituidos por otros
aminoácidos en RIISI. Por su parte, RIIs1 posee varios residuos
treonina específicos.

La alta concentración pre-ovulatoria de R1151 sugiere
que dicha enzima cumple un papel clave en la regulación mediada
por AMPcde la diferenciación de las células de la granulosa.

VII 2.A.6. Bglfifi di EKl l EKll

La existencia de dos isoenzimas sugiere una función di
vergente que debe pertenecer a procesos básicos del metabolismo
celular, ya que están presentes tanto en células proliferativas
comono proliferativas, y en células diferenciadas y no diferen
ciadas. .

Se observó que RI presenta una alta tasa de renovación
celular, como resultado de una elevada sintesis y degradación,
que es seis veces mayor que la de RII. Ambostipos de R están su
jetos a proteólisis limitada que ocurre en una región definida,
identificada como región "bisagra" que sólo está expuesta en la
subunidad regulatoria libre. Existen evidencias de que la degra
dación se regula por la frecuencia de activación. Para mantener
los niveles de RI debe inducirse una sintesis compensatoria en

39



Introducción

respuesta a cada ciclo de activación-deactivación. El alto recam
bio de RI sugiere que PKI responde más eficientemente que PKII a
aumentos moderados de AMPC(101a).

Varias lineas celulares se estimularon con hormonas y
luego se analizaron las quinasas de proteinas por cromatografía
de intercambio. Los resultados indican que PKI se activa selecti
vamente a bajas concentraciones de AMPcy modula la respuesta ce
lular a través de la fosforilación de enzimas claves. PKII, en
cambio, se activa con altas concentraciones de AMPc,permitiendo
la inducción de enzimas claves por activación de genes especifi
cos. Se enfrenta así la modulación enzimática (PKI) versus la mo
dulación génica (PKII). Se ha demostrado asociación específica de
PKII con el aparato de Golgi y centrosomas (101b).

Aparentemente, existen roles funcionales selectivos para
las subunidades regulatorias, además de inhibir la subunidad ca
talítica. Khatra y colaboradores (102) observaron que la subuni
dad regulatoria RII fosforilada, podria inhibir una actividad de
fosfatasa en presencia de concentraciones elevadas de AMPc,am
plificando así el efecto catalítico de la quinasa.

Se ha propuesto que los efectos del AMPcen la trans
cripción de genes involucran cambios en la fosforilación de pro
teinas del ADNcatalizados por la subunidad catalitica de la PK
AMPc,y que esta fosforilación se correlaciona con un aumento en
la actividad transcripcional (103,104,105). A su vez, en células
cromafines de médula adrenal, se observó la traslocación de subu
nidades catalíticas al núcleo luego de la disociación de la qui
nasa. Estas actúan modulandola expresión del código genético pa
ra la producción de tirosina hidroxilasa (106,107). También se
propone que existe un efecto mediado por R a nivel de genes, dado
que aumenta la proporción de RI y RII en el núcleo, en respuesta
a altos niveles de AMPc,durante la transcripción (108). Dada la
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homología entre RII y la proteína CAPde E. coli (99) y la pre
sencia de una secuencia en el 5' del gen de la PEP-carboxiquinasa
que responde a AMPc(109), se sugirió una acción directa de RII a
nivel del ADN.Constantinou y colaboradores (110) han propuesto
que la RII fosforilada de higado de rata interacciona con el ADN
con actividad desenrrollante similar a la TopoisomerasaI.

VII.2.A.7.1.S_ubunidadca1aliLina

La subunidad catalítica, C, es una proteina básica, mo
nomérica de 38 K que está presente en cantidades equimoleculares
a la subunidad regulatoria, R, con la cual se asocia en la holo
enzima inactiva. Al unir AMPcla subunidad R sufre una modifica
ción conformacional que disminuye la afinidad de R por C y provo
ca la disociación.

Se marcó la subunidad catalítica con el análogo del ATP,
p-fluorosulfonil benzoiladenosina (FSBA)que modificó la lisina
72. A su vez, la marcación con 3-nitro-2-piridensulfenil (Nst),
análogo de un sustrato peptidico cuya secuencia es Leu-Arg-Arg
Cis-(prs)-Leu-Gli-, modificó la cisteína 199. Ambosaminoácidos
están involucrados en la unión al ATPy al sustrato fosforilable
en el sitio activo (111).

Se trató el grupo tiol de la cisteina 199 con agentes
modificadores. En la subunidad catalítica libre, el grupo tiol
está parcialmente protegido por el ATP, pero no por el AMPc, lo
cual sugiere que este grupo está proximal al fosfato 3 del ATP.
La subunidad R también protege al grupo tiol. cuando R y ATP es
tán presentes, el grupo está completamenteprotegido (84).

La subunidad C interacciona con la región aminoterminal
de R. La defosforilación de RII está inhibida en presencia de C,
probablemente porque ésta se une a R cerca del sitio de autofos
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forilación, impidiéndole el acceso a la fosfatasa. Existen en RII
regiones muyácidas cerca del sitio de autofosforilación, que se
cree son las responsables de la interacción con C, ya que ésta
posee una región muy básica en la vecindad del sitio de unión a
Mg-ATP.La capacidad de histonas y protamina de disociar la holo
enzima puede deberse a la competencia entre los sustratos básicos
y la subunidad C por la proteina reguladora (88).

La región "bisagra" de R directamente obstruye el sitio
activo de C. En la PKI este segmento provee residuos adicionales
que interaccionan con la ribosa fosfato del ATPunido al dominio
catalítico, con lo cual aumenta la interacción entre ambassubu
nidades.

La subunidad C libre cataliza la transferencia del fos
fato X del ATPal grupo hidroxilo del aminoácido serina de diver
sos sutratos fosforilables y de la subunidad RII de la quinasa
dependiente de AMPc.El sitio de autofosforilación de RII compar
te semejanzas con el sitio de fosforilación de otros sustratos
proteicos, así comocon inhibidores de la subunidad catalitica.
En todos se conservan dos residuos básicos (arg-arg) situados en
posición aminoterminal respecto del aminoácido serina. La inter
acción de sustratos o inhibidores con el sitio activo de C com
prende tres etapas: (1) interacción iónica del sitio activo con
el subsitio básico arg-arg; (2) el sustrato adopta una conforma
ción at randomque clausura el sitio activo; y (3) el grupo hi
droxilo de la serina interacciona con el sitio activo, lo que in
duce LHIcambio conformacional de la enzima previamente a la
transferencia del fosfato (112).
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VII.2.A.7.2.H21emseneidad de Q

A diferencia de R, existe un solo tipo de subunidad ca
talitica que es la misma para ambas quinasas dependientes de
AMPc.Sepueden diferenciar tres formas de C por técnicas isoeléc
tricas. La subunidad C se fosforila en la treonina 197 y en la
serina 338, y se miristila en el aminoterminal, por lo que no es
raro que existan diferentes formas isoeléctricas. Sin embargo,
las tres formas tienen el mismocontenido de fosfatos y de blo
queantes del aminoterminal. Además,en geles no desnaturalizantes
existen tres formas de C complejadas con el inhibidor de PK, uno
de estos complejos requiere ATP.

Por isoelectroenfocado de preparaciones de subunidades
cataliticas de músculo y páncreas purificadas a homogeneidad, se
obtuvieron dos bandas a pH 8,7 y 9,1. La banda a pH 9,1 represen
ta la subunidad catalitica clásica, por lo que se la denominó
“subunidad catalitica silenciosa". Sin embargo, esta subunidad
silenciosa podria recuperar su actividad al preincubarse con una
proteína moduladora que copurifica con el inhibidor de Walsh
(113).

Se obtuvieron clones de cADNde ratón con las secuencias
de dos subunidades cataliticas Ca y CB. Ca es idéntica en un 98%
a la subunidad catalitica de corazón bovino, y CB en un 91%. La
mayoria de las diferencias son sustituciones conservativas. La
región de menor homologia entre los clones Ca y CBcorresponde al
aminoterminal con un 73%de homologia en 70 aminoácidos. Los ami
noácidos implicados en la unión del ATP, lisina 73 3! cisteina
199, están conservados en ambas. La carga neta a pH 7 es +3 para
Ca y +4 para CB. Los 192 nucleótidos 5' del codón iniciador con
tienen un 84% de C-G en Ca y un 71% en CB.
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Ambassubunidades Ca y CB están presentes en diferentes
tejidos de ratón y en lineas celulares. La relación de CazCBva
ría en distintos tejidos, pero no existe una correlación de Ca:CB
con RIzRII. El alto grado de homología en la secuencia de aminoá
cidos (a pesar de mayores diferencias en la secuencia nucleotidi
ca) sugiere que luego de un evento de duplicación génica tempra
na, las subunidades Ca y CBadquirieron roles diferentes y esen
ciales comoparte del sistema de las quinasas de proteínas depen
dientes de AMPc.Puede ser que las diferencias en la secuencia de
aminoácidosse refleje en diferencias en especificidad de sustra
tos.

Dado que la interacción de R con C es en el mismo sitio
de unión de los sustratos fosforilables Ca y CB, pueden diferir
en su interacción con R. Ca interacciona con RI y RII, mientras
que CB interacciona con una isoforma de R aún no caracterizada
(111).

VII-Z-A.7.3-WW
La estimulación hormonal induce la producción de AMPc

con la concomitante activación de la quinasa de proteinas depen
diente del nucleótido. Sin embargo, si la estimulación hormonal
se prolonga (24 hs) la actividad de la quinasa cae en un 40%de
bido a la proteólisis de la subunidadcatalitica libre.

Esta proteólisis actúa comoun mecanismode seguridad en
condiciones de una estimulación sostenida, ya que exceso de C li
bre es inhibitorio para el crecimiento celular. En la linea mu
tante LLC-PKde células epiteliales de porcino, la concentración
de C es el 5%de la linea parental. El crecimiento de esta linea
no se inhibe por AMPc(114a).



Recientemente durante el crecimiento de la glándula pa
rótida, inducido por isoproterenol, se describió la pérdida se
lectiva de la subunidad catalitica sin cambios en las subunidades
regulatorias, demostrando una regulación independiente de dicha
subunidad (114b). Este mecanismode control de la subunidad cata
litica estaria involucrado en los eventos que llevan finalmente a
la proliferación celular.

VII.2.A.7.4.Inhibide de la subunidadanalítica

El inhibidor de Walsh es una proteina acidica, termoes
table, que interactúa con el sitio catalitico de C en forma MgATP
dependiente. Tiene una gran afinidad por la subunidad catalitica
(0,04 a 0,5 nM) y actúa en forma competitiva con los sustratos de
C.

Se han descripto dos inhibidores (I e I') que son con
fórmeros moleculares con atributos fisicoquímicos similares.

La serina aceptora de fosfatos presente en los sustratos
de C es reemplazada por una alanina en los inhibidores que tam
bién conservan el subsitio básico arg-arg. Probablemente, la si
tuación óptima para la unión de los inhibidores con la subunidad
catalitica se deba a la presencia de los residuos arginina (112).

VII.2.B. Quimsañdenmjeimdenendienmñdefiflfic

En 1970 se caracterizó una quinasa activada por GMPcque
se purificó a homogeneidadde diversas fuentes, pero no se conoce
aún su función fisiológica. Tiene un peso molecular aparente de
155 K (115) y está compuesta por dos subunidades monoméricas i
dénticas de 76,3 K (116) que están unidas por puentes disulfuro.
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Se cree que las dos subunidades se ordenan en forma antiparalela,
de tal modoque el dominio regulatorio de una subunidad inhibe el
dominio catalítico de la otra (117).

Los 670 aminoácidos de cada subunidad pueden separarse
en seis segmentos. El segmento aminoterminal contiene un dominio
de dimerización, una región "bisagra" y un sitio de autofosfori
lación. Los segmentos 2 y 3 presentan gran homologia con los do
minios de unión al AMPcde la proteina CAP de E. coli y de 1a
subunidad regulatoria de las quinasas dependientes de AMPc.Los
segmentos 4, 5 y 6 representan el dominio catalitico de la enzi
ma; los segmentos 4 y 5 tienen homologia con todos los miembros
de la familia de las quinasas, pero el 6 es homólogoa la subuni
dad catalítica de la quinasa dependiente de AMPc(116).

Esta enzima es una quimera compuesta de dominios catali
ticos y regulatorios derivados de dos familias de quinasas de
proteinas. In Vivofosforila un estrecho rango de sustratos dife
rentes a los fosforilados por la quinasa de AMPc.La unión de
GMPcactiva la enzima, pero no la disocia.

VII.2.C.QWEme
Hasta el momentono se ha demostrado la existencia de u

na quinasa de proteinas dependiente de AMPcen Trypanosomas. Sin
embargo, se detectaron actividades de fosfotransferasas indepen
dientes del nucleótido y proteínas con capacidad de unir AMPc.

En T. gambiense se encontraron tres quinasas de protei
nas que fosforilan fosvitina, histona o protamina, que se denomi
naron PKI, PKII y PKIII, respectivamente (53). Los derivados de
adenina tienen un efecto inhibitorio sobre ellas, ya que compiten
con el ATP. La PKI está asociada a membrana y se inhibe con con
centraciones micromolares de suramina. Se sugirió que el efecto
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tripanocida de la suramina resulta de la inhibición de la fósfo
rilación de enzimas claves (118). La PKII se duplica en presencia
de concentraciones micromolares de nucleósidcs (52),además se ob
servó una ectoquinasa que fosforila proteinas de la superficie
celular que se postula es la PKII secretada al medio. Ninguna
quinasa tiene capacidad de unir AMPcy su actividad catalítica no
se inhibe por el agregado de subunidades regulatorias RI o RII de
eucariotes superiores. Sin embargo, no se determinó el efecto del
AMPcsobre sustratos fosforilables endógenos del parásito.

Además en T. gambiense, se han detectado dos proteinas
que unen específicamente AMPcen el rango micromolar (0,4 a
0,6 pM), denominadas I y II. Los nucleósidos y nucleótidos de a
denina inhiben la unión de AMPca II pero n: a I. Estos recepto
res no se correlacionaron con actividad de fosfotransferasa. El
tratamiento de ambas proteínas con tripsina duplicó la capacidad
de unir AMPcde la proteina I, probablemente porque desenmascaró
sitios específicos y en cambio, inhibió parcialmente la proteína
II (54).

En T.brucei (50) se detectaron dos quinasas de proteinas
que fosforilan fosvitina e histonas respectivamente. La primera
es sensible a suramina y esta asociada a membranas, la otra acti
vidad es mayoritaria en el soluble y se activa hasta 4 veces con
100 HMguanosina. También en T.bruceí (56}. se encontraron dos
proteínas solubles receptoras de AMPc,a y t. que eluyen a 0,05 M
y 0,20 M NaCl de una cromatografía en DEAE-Sephacel. Se calculó
un peso molecular aparente de 180 y 62 para a, y 130 y 65 para b,
pudiendo ser dímeros y monómeros de una misma molécula. Los auto
res propusieron que el pico b está relacionado con la proteina II
de T. gambiense (54) porque ambas proteinas son solubles, tienen
un peso molecular aparente de 150 Kd y los análogos de adenina
compiten con el AMPcpor el sitio de unión. El pico a no guarda
semejanzas con la proteína I de T.gambiense.
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En epimastigotes de la cepa E.P. de Trypanosomacruzi, Rangel Al
dao (55) encontró una proteina de 62 K con capacidad de unir es
pecíficamente AMPc,no asociada a actividad fosfotransferasa, que
eluye a 0,21 M NaCl de una cromatografía en DEAE-celulosa. Ade
más observó, en el mismo perfil de elución, dos actividades de
quinasas de proteinas independientes del nucleótido. En trabajos
posteriores, caracterizó la proteína de 62 K que es distinta de
la subunidad RII de eucariotes superiores (119).

VII.3.WMWW
La regulación de los niveles intracelulares de nucle

ótidos cíclicos es función de la velocidad de su sintesis y de su
degradación. La fosfodiesterasa (PDE) es la enzima que cataliza
la hidrólisis del AMPcíclico o GMPcíclico a 5'AMP o 5'GMP (79,
120). La reacción es esencialmente irreversible y exotérmica, y
se acompañapor una pérdida de entalpía. Esta reacción puede con
siderarse un switch termodinámico que asegura la transferencia de
una señal de alta energía. La PDEataca únicamente la unión 3' de
las purinas cíclicas originando el 5'mononucleótido. Aparentemen
te, la hidrólisis de ambosnucleótidos ocurre por un mecanismode
desplazamiento que involucra una sustitución nucleofílica en el
fosfato.

La PDErequiere un catión divalente, preferentemente
Mg2+y la adición de EDTAen exceso suprime toda actividad cata
litica. Los iones Ca2+ no reemplazan al Mg2+ y de acuerdo a su
concentración y a la preparación enzimática tienen un efecto es
timulador o inhibitorio. Los grupos sulfhidrilos'son importantes
para mantener la integridad de los sitios cataliticos y regulato
rios en la enzima. Los grupos sulfhidrilos, la interacción hidro
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fílica, la proteólisis limitada y el métodode extracción afectan
marcadamentela distribución, rendimiento y propiedades de la en
zima.

Dado que la fosfodiesterasa es la única enzima que
degrada nucleótidos ciclicos, su actividad celular es crítica pa
ra regular la duración e intensidad de la acción de estos nucleó
tidos. El potencial de la PDEcomoactivo participante en la re
gulación biológica se enfatizó por el descubrimiento de un número
de formas enzimáticas con distintas propiedades cinéticas. Nume
rosas evidencias sugieren que más que una enzima, la fosfodieste
rasa es un sistema enzimático compuesto por múltiples formas mo
leculares (121,122,123,124,125,126,127).

Diversos autores (126,128,129) han descripto varias
formas de la enzima que son interconvertibles entre si. El equi
librio de estas formas está sujeto a modificaciones de acuerdo a
la concentración de la enzima y a la concentración del AMPc. E1
desfasaje hacia una forma predominante afecta la actividad enzi
mática. En condiciones de elevada concentración de PDEpredomina
la forma agregada; a baja concentración, la forma disociada es
favorecida. Dado que la forma disociada es la más activa, existe
un mecanismo compensatorio que, a altas concentraciones de AMPc,
induce la forma disociada.

Este sistema enzimático puede diferenciarse en base
al: tamaño, forma, carga, localización subcelular, especificidad
de sustratos, efectores endógenos, sensibilidad al calor, a ca
tiones y a fármacos, ontogenia y diferencias antigénicas. A pesar
de los muchostrabajos realizados, no se comprendeaún las inter
relaciones entre las diferentes formas y su regulación in vivo.

Beavo y <3olaboradores (130) han clasificado estas
múltiples formas en tres categorias generales: 1) PDE-sensibles a
calmodulina; 2) PDEque unen GMPcíclicos; y 3) PDEcon alta afi
nidad por AMPcasociada a membrana y posiblemente regulada por
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insulina. Además, se han descripto otras dos formas: PDEde GMPc
activada por la luz presente en retina, y PDEextracelular pre
sente en Dictyostelium discoideum, que son exclusivas de estos
tipos celulares.

La actividad de las PDE puede estar afectada por:
cambios inmediatos que aumentan o inhiben la actividad existente,
agentes químicos que modifican la actividad de la enzima o cam
bios lentos que inducen la síntesis de nuevas moléculas (131).

VII.3.A.WWMW
Durante la purificación de la PDEse observó la pér

dida de la actividad enzimática, probablemente por disociación de
un activador. Trabajando con cerebro bovino, Cheung (132) y, pos
teriormente Kakiuchi y Yamasaki (133) en cerebro de rata y Wang
y Teo (134) en corazón bovino, demostraron la existencia de una
proteína soluble, acídica, termoestable, que en la forma activa
une Ca2+ formando un complejo Caz+—activador que estimula por lo
menos diez veces la actividad basal de la PDE. Posteriormente, se
describieron otras enzimas reguladas por este activador.

El mecanismode activación propuesto es el siguiente:

A + Ca2+ .=‘ A* Ca2+
A* Ca2+ + E :=:=: (E* A‘ Ca2+)

inactiva activa

en el que el complejo A* Ca2+ induce un cambio con
formacional en la enzima que disminuye la estabilidad térmica de
ésta. Aparentemente, la enzima une 2 moles del complejo A* Ca2+
(135).
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El activador está presente en todos los tejidos de
vertebrados, en varios invertebrados y en eucariotes inferiores.
Constituye el 1 al 2%de la proteina soluble de cerebro, estando
en exceso respecto de la PDEpor lo cual el factor limitante de
la activación lo constituye el Ca2+libre intracelular.

Dado que la proteina activadora une Ca2+ y regula
múltiples y diversos procesos celulares, Cheung (136) propuso de
nominarla calmodulina.

Aparentemente, existen por lo menos tres formas de
PDEdependientes de calmodulina que difieren en peso molecular y
en especificidad de sustrato:

1:72) BDEdemnazónxgenebm

Las enzimas solubles de cerebro y corazón han sido
purificadas a homogeneidad(135,137,138,139), anticuerpos contra
la enzima de corazón inmunoprecipitan la enzima de cerebro. Ambas
enzimas difieren en peso molecular, siendo mayor la de cerebro de
61 K respecto de la de corazón que es de 59 K. Diversas eviden
cias sugieren que estas enzimas existen comodimeros en solución
con un peso aparente de 120 K.

Ambas enzimas son activadas en forma reversible por
calmodulina en presencia de Ca2+. La máxima activación se logra
con la unión de 2 moles de calmodulina por cada dímero de enzima.
En condiciones de proteólisis limitada con quimiotripsina o ca
tepsina-L, la enzima se independiza del complejo Ca2+—calmodulina
y permanece irreversiblemente activada (140).

La enzima cataliza la hidrólisis de AMPcy GMPccon
un Km de 10 pM para el GMPc y 200 pM para el AMPc. La Vmáx es al
ta en ambos casos, y la activación por Ca2+—calmodulina aumenta
la Vmáxde la PDEsin modificar el Km. Se observó que la hidróli
sis del AMPces inhibida en forma competitiva por el GMPc,y vi
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ceversa, lo que sugiere que un mismositio catalítico está invo
lucrado en la hidrólisis de ambos sustratos (130). En un gráfico
de Lineweaver-Burke, la enzima se comporta linealmente.

Se demostró in vitro que la enzima de cerebro es un
buen sustrato de la quinasa dependiente de AMPC,la enzima se
fosforila a la mismavelocidad que las histonas e incorpora 2 mo
les de fosfato por mol de enzima. La fosforilación no modifica la
actividad enzimática y no se ha demostrado que ocurra en la célu
la intacta (139).

La activación de la enzima se inhibe por agentes que
lantes de Ca2+ (EGTA),y por drogas psicotrópicas derivadas de la
fenotiazina (TFP, clorpromazina, flufenazina). Estas drogas tie
nen gran afinidad por la calmodulina con la cual interaccionan
bloqueando la activación. Estos agentes no afectan la actividad
de la enzima proteolizada (131).

3) EDEdehangmdenendieniedecalmgdulina

Es una PDEcon alta afinidad por el AMPCque ha si
do descripta en membranas de higado y en músculo cardiaco de po
llo. No reacciona con anticuerpos monoclonales contra la enzima
de corazón o cerebro. No ha sido purificada y no se conoce si la
activación por la calmodulina es directa o mediada por un proceso
calmodulina-dependiente (142,143).

VII.3.B. EDEgneunenGMRQ

Existen tres isoenzimas que unen GMPccon alta afini
dad y que difieren en propiedades cinéticas, regulatorias y fisi
cas. Su distribución es variada, algunas de ellas son específicas
para un cierto número de tejidos. Todas contienen un sitio de u
nión al GMPCque es diferente al sitio catalítico. Se las clasi
ficó en:
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1) EDEesLimulahlemGflRc

Se ha purificado a homogeneidad la PDEde glándula a
drenal y de corazón. Esta enzima representa el 80%de la activi
dad de PDEen estos órganos. En condiciones de electroforesis di
sociantes, se observa un solo péptido de 105 K y en ausencia de
SDShay una banda de 240 K. En gradientes de sacarosa se determi
nó un coeficiente friccional de 1,6 y un Szo.w = 8,8 (130).

La enzima pura cataliza la hidrólisis de AMPcy GMPc,
tiene mayor afinidad por el GMPcpero la Vmáxes idéntica para
ambos sustratos. En condiciones de concentración subsaturante de
ambos nucleótidos, el GMPCestimula la hidrólisis del AMPc, ac
tuando como un activador alostérico de la enzima. En concentra
ciones micromolares de sustrato (AMPc)y del efector (GMPC), la
hidrólisis del AMPcse estimula 50 a 80 veces y en concentracio
nes fisiológicas de ambos la estimulación es de 5 veces.

Existen dos tipos de sitios en la enzima: los sitios
para el sustrato o cataliticos, que unen AMPco GMPccon coopera
tividad positiva (coeficiente de Hill=1,25 para GMPcy 1,9 para
el AMPc)y un sitio especifico para el GMPco alostérico. Cuando
se ocupa el sitio del GMPc,disminuye la cooperatividad entre los
sitios de sustratos y se hidroliza AMPCmás rápidamente. A altas
concentraciones, el GMPcactúa como un inhibidor competitivo de
la hidrólisis del AMPc.

Se obtuvieron anticuerpos anti "PDE-estimulable por
GMPc”,que no dieron reacción cruzada con otras fosfodiesterasas.
Esta enzima, a diferencia de las otras, se inactiva por proteóli
sis con quimotripsina. En presencia de GMPc,la proteólisis se a
celera. Aparentemente, la interacción con el nucleótido modifica
la conformación de la enzima; concomitantemente, hay un aumento
en la actividad y una mayorsusceptibilidad al ataque proteolíti
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co en el dominio catalitico. El GMPcacelera la proteólisis de la
PDEen ausencia de Mg2+y no se hidroliza en estas condiciones.
El Mg2+se requiere para la hidrólisis del nucleótido pero no es
tá involucrado en las interacciones enzima-efector alostérico
(144).

2) EDEdeulagueLasxmilmán

En plaquetas, la PDE “que une GMPC"es el receptor
mayoritario del nucleótido en la célula. No se conoce mucho de
esta forma enzimática, salvo que el sitio para el GMPcdifiere
del sitio catalítico. Aparentemente,existe una interacción alos
térica entre la región catalitica y la región de alta afinidad
por el GMPc.En particular, varios inhibidores competitivos de la
enzima, aumentan la afinidad por el GMPC.Se cree que la enzima
es especifica para la hidrólisis de GMPc,ya que prácticamente no
se detectó hidrólisis de AMPC(145).

En pulmón, los receptores intracelulares del GMPCson
la quinasa de proteínas dependiente de GMPcy la PDE "que une
GMPc";ambas unen cantidades equivalentes del nucleótido, en pre
sencia de EDTAy MIX. Aparentemente, es idéntica a la enzima de
plaquetas, está presente en grandes cantidades y tiene una muy
baja Vmáxy muy alta afinidad (4 uMpara GMPC)(146).

3) BDEdeGMEcesLimulahlemnlua

Esta enzima está presente en los bastones de la reti
na. La actividad de esta PDEestá controlada por la rodopsina. La
rodopsina activada por la luz estimula la actividad de la PDE, a
través de un mecanismo análogo a la activación hormonal de la a
denilato ciclasa. El GTPy la transducina (proteína que une GTP)
son requisitos para la activación de la PDE.
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La transducina es una GTPasa activable por luz, com
puesta por dos polipéptidos de 39K y 36K, y por una subunidad me
nor de 10K. Aparentemente, la rodopsina activada induce la forma
ción del complejo transducina-GTP, paso que requiere la presencia
de la subunidad 10K. La opsina-quinasa cataliza la fosforilación
de la rodopsina inhibiendo la activación de la misma.

Se ha purificado a homogeneidad la PDEde retina de
anfibios y bovinos. La enzima purificada de rana migra como un
doblete de 108-110K, mientras que en bovinos el doblete es de 84
88 K. Además, existe una tercera subunidad de 20K que inhibe la
actividad de la PDEy le confiere sensibilidad al GTPen la reac
ción de activación. La subunidad de 20Kes sensible a tripsina y
su proteólisis es responsable de la activación de la enzima.

La PDEde retina une GMPccon alta afinidad en un si
tio distinto del catalitico, que es similar al de la enzima de
corazón y pulmón. La enzima hidroliza únicamente GMPcy es muy
poco eficiente en la hidrólisis del AMPc(147).

VII.3.C. EDEdeAMRcamiadaamemhmnas

También se la denomina PDE "de bajo Km". Tiene marca
da preferencia por el AMPc(Km= 10-7-10-3M), aunque puede hidro
lizar GMPcmenos eficientemente (Km= 200 pm). Está distribuida
en todos los tejidos de mamíferos y se localiza en membranaso a
sociada a la fracción particulada. El tratamiento con tritón o
choque osmótico libera parcialmente la actividad enzimática y por
sonicación se solubiliza el 90%(121). Noes sensible a proteinas
activadoras, pero responde a algunas hormonasy se estimula fren
te a niveles elevados de sustrato.

En gráficos de Lineweaver-Burke, presenta curvas anó
malas que pueden deberse a: múltiples enzimas con distinta afini
dad por el sustrato; una enzima con múltiples sitios con coopera
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tividad negativa o una enzima que se agrega en diferentes formas
con distinta afinidad por el sustrato.

La actividad de la PDE "de bajo Km“se regula por la
concentración del sustrato en forma cooperativa negativa (coefi
ciente de Hill = 0,2-0,5). La unión del AMPCal primer sitio in
duce un cambio conformacional en la enzima, que disminuye la afi
nidad por el nucleótido en el segundo sitio. Se ha sugerido que
este mecanismopermite que exista una elevación transiente de los
niveles de AMPc,suficiente para activar la quinasa dependiente
del nucleótido. Una enzima con cooperatividad positiva o con ci
nética Michaeliana, hidrolizaria el nucleótido a una velocidad
tal que esta elevación no ocurriría; en cambio, una enzima con
cooperatividad negativa podria amortiguar la hidrólisis del AMPc
(148).

Existen por lo menos dos subclases de la "PDEde bajo
Km”, que se diferencian en base a sus propiedades fisiológicas,
químicas y a su sensibilidad a inhibidores específicos. Unasub
clase es sensible a la inhibición por rolipram y Ro 20-1724; la
otra, es sensible a GMPc,cilostamida y otros derivados de OPC.

Esta última subclase está presente en corazón, teji
do adiposo, plaquetas y en adipocitos 3T3-L1, hepatocitos de rata
y reticulo sarcoplasmático de corazón de perro. La incubación de
adipocitos o hepatocitos con insulina (que disminuye los niveles
de AMPC)o con isoproterenol (que aumentan los niveles de AMPc)
activan la PDE, sensible a GMPCasociada a membrana, elevando la
Vmáxde la enzima (149). Una misma forma enzimática está involu
crada en ambas situaciones. La acción de la insulina es indirecta
a través de un componente intermediario (150). El aumento de PDE
asociado al aumento de los niveles de AMPcocurre por un mecanis
mo rápido que no involucra sintesis proteica y por una via más
lenta que es dependiente de la sintesis de novo. Aparentemente,
la función de esta enzima está relacionada con la regulación de
la lipólisis y con la acción antilipolítica de la insulina.
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En membranas de hígado existe una PDE de bajo Kmac
tivable por insulina que se fosforila. La fosforilación es cata
lizada por una quinasa dependiente de AMPcy aumenta la Vmáx de
la enzima. En la linea S49 de linfoma de ratón, que tiene mutada
la quinasa, no hay aumento de PDEdebido a insulina. Aparentemen
te, existe un acoplamiento entre la actividad de la enzima y la
fosforilación (130).

VII.3.D.mmmma'i'
En la línea S49 de linfoma de ratón existe una acti

vidad mayoritaria de PDEde GMPccon alta afinidad por el nucleó
tido (Km = 40 nM); también hidroliza CAMP(Km = 100 nM). Por mar
cación con [32PJ-GMPCy fotólisis se detectó un polipéptido de
106 K. En células normales o en células S49 tratadas con MIXno
hay marcación. Probablemente, esta PDEes el resultado de un pro
ducto génico alterado o de la expresión de un gen que normalmente
no se transcribe. Fenotípicamente, estas células son resistentes
a agentes que elevan la concentración intracelular de AMPc(130).

VII.3.E. EDEngesmifim

Existe una PDEde intestino que hidroliza AMPCy tam
bién RNA, ATP, ADP, NADy 4-nitrofenil fosfonato. En un paso in
termedio de la reacción de hidrólisis, el 5'AMPestá unido cova
lentemente a la enzima (151).

En hígado existe una PDEque hidroliza nucleótidos
cíclicos 3'-5' y 2'-3'. También hidroliza CMPccon eficiencia
(152).
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VII.4.1. InhibidgmsdaBDE

Las distintas formas enzimáticas de PDEdifieren en
cuanto a: la especificidad de sustratos, los moduladores (ya sean
CaZ+-calmodulina o GMPc)y la sensibilidad a fármacos. A conti
nuación se detallan las drogas que afectan la actividad de estas
enzimas:

a) metilxantinas: Desde 1962, se conoce la capacidad de estas
drogas de inhibir la fosfodiesterasa (120). Cafeina, teofilina,
teobronina y aminofilina son usadas corrientemente, y se ha com
probado que, fisiológicamente, inhiben la PDE. Estas drogas tam
bién afectan el flujo de Ca2+, la depleción de ATP, la sintesis
de proteinas, el consumode oxígeno, el ritmo cardíaco y las se
creciones endócrinas.

Ensayos in vitro con teofilina a concentraciones milimolares
de AMPcindican que este compuesto es un inhibidor competitivo de
la enzima de alto Kmy posteriormente se observó que también in
hibe la PDE de bajo Km.

Las xantinas mimetizan la molécula de AMPcy compiten con
ésta por el sitio activo. Se correlacionó la capacidad inhibito
ria de la droga con sustituciones no polares en las posiciones 1
y 3 del anillo de las xantinas y con cadenas laterales en la po
sición 8, pero no con modificaciones en la posición 7-N (148).

b) Burgmigina: Este antibiótico, que contiene una purina, es un
efectivo inhibidor competitivo de la PDE de AMPcde diafragma de
rata. A altas concentraciones de AMPcactúa competitivamente, pe
ro por debajo del Kmde la enzima de alta afinidad es un sustrato
no competitivo. Esto sugirió que la PDEde bajo Kmpodria tener
un sitio regulatorio (148).

58



Introducción

c) Ben311;2;1miggzglingnesz Ro 7-2956 y Ro 20-1724 son compues
tos con actividad lipolitica e hipotensora, pero no existe corre
lación directa entre su potencia farmacológica y la inhibición de
la PDE.Por la naturaleza de estos inhibidores, se sugiere que e
xiste una región hidrofóbica en el sitio activo de la PDE (148,
149).

d) Bapgxexina: Es un alcaloide opiáceo que actúa comorelajante
muscular. Es un potente inhibidor de la PDE de músculo. Inhibe
competitivamente la PDE de alto y bajo Km. El Ki es 10-5, pero
debe estar presente en altas concentraciones para suprimir la ac
tividad enzimática completamente.

La inhibición es competitiva a concentraciones de papaverina
menores que 80 ¡Hi y no competitiva Ei mayores concentraciones
(131,148).

e) Derivados de la iengtiazina: Trifluoperazina (TFP), flufena
zina, teoridazina, son drogas antidepresivas y antipsicóticas. A
fectan la activación de la PDEpor Ca2+-calmodulina pero no modi
fican la actividad basal de la enzima. Las fenotiazinas son que
lantes de Ca2+, sin embargo, el agregado de Ca2+ no revierte la
inhibición aunque la adición de calmodulina si la revierte.

Estas drogas interaccionan con la calmodulina y no con la
PDE. La unión calmodulina-fenotiazina es dependiente de Ca2+, sa
turable y reversible. Existe una correlación directa entre la po
tencia antipsicótica de la droga, la especificidad por la calmo
dulina y la capacidad de inhibir la activación de la PDE(131,
153).
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Existen cuatro mecanismos de acción de los fármacos:

a) Inhibidores competitivos: son aquéllos que
bloquean el acceso del sustrato al sitio activo (metilxantinas,
análogos del AMPc,bajas concentraciones de papaverina).

b) Inhibidores no competitivos: son antagonistas
que, a altas concentraciones, inhiben la actividad enzimática
(papaverina).

c) Inhibidores alostéricos: actúan en el sitio
alostérico disminuyendo la afinidad de la enzima por su sustrato.

d) Inhibidores de la activación de la enzima:
actúan interfiriendo con la activación de la enzima (fenotiazinas
y quelantes de Ca2+).

VII.5. WMMMMAEW
Cuando en 1971 Thompson y Appleman (121) describieron

las múltiples formas moleculares de la PDEpresentes en cerebro y
posteriormente se detectaron en otros tejidos y líneas celulares,
este sistema enzimático cobró nueva importancia. Weishaar (153)
desarrolló un modelo que postula el papel de las múltiples formas
moleculares de PDEen la regulación de los niveles intracelulares
de AMPcy GMPc.Propuso vias alternativas para la degradación de
los nucleótidos ciclicos y postula la interrelación de estas vi
as. Este modelo se esquematiza en la figura I.3.

Aunque no se conoce el rol de las diferentes formas
de enzima en la regulación del metabolismo de los nucleótidos ci
clicos, estudios recientes demostraron que estas enzimas cumplen
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Figura I-3: Modelode fosfodiesterasas múltiples. Weishaar (153)
postula un modelo que considera la función de las múltiples for
mas moleculares de PDEen la regulación de los niveles intracelu
lares de AMPcy GMPC.Propone vías alternativas para la degrada
ción de los nucleótidos cíclicos y una potencial interacción de
las vias entre si.
* Los nitratos estimulan la forma soluble de la guanilato cicla
sa, lo cual provoca un aumento del nivel de GMPc.
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roles especificos modulandoprocesos metabólicos como la 11póli
sis, la contractilidad del miocardio y la liberación de mediado
res.

Intuitivamente se creería que cada forma tiene un rol
fisiológico particular y que está regulada individualmente in Vi
vo, como en el caso de la PDEde la retina. Sin embargo, no se ha
demostrado una regulación especifica in vivo para la mayoria de
las isozimas (130).

Las distintas formas de PDEse examinaron durante el
desarrollo ontogenético de embriones de pollo (130). La forma
predominante fue la enzima estimulable por Ca2+ que en el adulto
prácticamente no existe. En cambio, en cerebro, corazón, riñón y
pulmónexisten las mismas PDEdurante el desarrollo fetal tempra
no que en el adulto. Tardíamente en la gestación, una de las for
mas presente en hígado y pulmón se hace dependiente de Ca2+.

No se descarta que, además de mantener el nivel de
los nucleótidos cíclicos, las fosfodiesterasas puedan cumplir o
tras funciones. En 1971, Rudolph (154) y colaboradores demostra
ron que la hidrólisis del AMPClibera energia que podría acoplar
se a otros procesos. En 1980, Goldberg (155) determinó el flujo
de sustrato a través de la fosfodiesterasa obteniendo un tiempo
de vida media para el AMPCde 0,3 segundos. Este flujo tan eleva
do y el acoplamiento de la energia de hidrólisis a otros proce
sos, pueden ser relevantes para la transducción de señales que
modifiquen la permeabilidad de membrana.

VII.6. EQfiEQDlEñIEBAñAñ EN IEXEANQEQMAE

Se ha descripto actividad de fosfodiesterasa en 72
gambiense (47), T. brucei (50), T. cruel (48,49) y en Leishmania
donovani (51). En T. gambiense (47) la PDEestá presente en forma
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monoméricay tetramérica, ambas difieren en su Kmpor el sustrato
y el agregado de AMPCinduce la forma monomérica. En otros Trypa
nosomas se encontró una sola forma enzimática de PDE. La enzima
de T. bruoei (50) está presente en el soluble y también unida a
membrana; en cambio, en T. crusi el 90%de la actividad enzimáti
ca está en forma soluble.

Hasta el momento,las fosfodiesterasas descriptas son
específicas para el AMPcy no hidrolizan GMPC.Se observó que la
teofilina y cafeína son malos inhibidores de la enzima de Trypa
nosoma cruzi.

Goncalvez y colaboradores (48) encontraron en T.
cruzi una PDE que hidroliza unicamente AMPccon un Km de 40 pM
cuya actividad no se modifica por Ca2+. Además, hallaron un acti
vador termoestable que estimula la PDEde cerebro bovino pero que
no activa la PDEendógena. Este activador tiene un peso molecular
más alto que el esperado para calmodulina.
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VIII. CALHODULINA

Los nucleótidos ciclicos y el Ca2+ son segundos men
sajeros de la acción hormonal (primer mensajero) que regulan una
variedad de procesos celulares en respuesta a estímulos externos.
En numerosas ocasiones existe una interacción cooperativa entre
el AMPcy el Ca2+; tal es el caso de la contracción muscular, el
metabolismodel glucógeno, la división celular y la secreción en
dócrina.

La respuesta a la acción hormonal se mantiene durante
minutos a horas, inclusive días; la acción del AMPCdura segundos
a minutos; la del Ca2+ está en el orden de los milisegundos. Los
tres mensajeros se complementanno sólo en la distancia que reco
rre la señal, sino en la intensidad y duración de la respuesta
celular (136).

Los efectos del AMPcson mediados por la quinasa de
proteínas dependiente del nucleótido, enzima con múltiples acti
vidades regulatorias, ya descripta en este capítulo.

La calmodulina es otra proteína regulatoria que media
la mayoria de los efectos del Ca2+. Regula directa o indirecta
mente el metabolismo de nucleótidos ciclicos, el metabolismo del
glucógeno, el flujo del Ca2+, la contracción muscular, procesos
de endo y exocitosis, la iniciación de la síntesis de ADN,el en
samblado y desensamblado de microtúbulos, la división, adhesivi
dad y motilidad celular (156).

En 1970 fue descubierta por Cheung (132) como una
proteína activadora de la PDEde nucleótidos ciclioos de cerebro
bovino. Casi paralelamente, Kakiuohi y Yamasaki (133) descubrie
ron el papel del Ca2+ en el proceso de activación de la enzima.
Posteriormente, Teo y Wang (134) describieron la relación entre
el Ca2+ y la calmodulina y observaron que el verdadero activador
era el complejo Ca2+-calmodulina. Pronto se demostró que ademas
de la PDE, otras enzimas se activaban por este complejo (156).
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La calmodulina está ampliamente distribuida y no es
especifica de tejidos o especies. Esta presente en todos los te
jidos de vertebrados, siendo mayor su concentración en testículo
y cerebro. En invertebrados, se la encontró en los phyla Porife
ra, Echinoderma, Cnidaria, Nemathelminthes, Mollusoa, Annelida y
Arthropoda. También se la hallo en Protozoa, en plantas superio
res y en semillas, en algas, musgos y en hongos.

VIII.1-WMMWMW
Es una proteína pequeña, globular, acidica y termoes

table de 16,8 K. Es multivalente, posee 4 sitios de unión al Ca2+
(2 de alta afinidad, Km=3pM, y 2 de baja afinidad, Km=18uM), y
un sitio de unión a proteinas. En la célula está presente en el
soluble y en la fracción particulada en proporciones variables.
En presencia de Ca2+, el 42% de la calmodulina está asociada a
membranas.

Es un monómero de 148 aminoácidos, cuya secuencia se
ha conservado casi perfectamente a lo largo de la evolución. Tie
ne una alanina acetilada en el N-terminal y una lisina en el C
terminal. Por hidrólisis ácida se determinó el contenido aminoa
cídico de la molécula, el 30%de los residuos son ácido aspártico
(24) o glutámico (30), a los que debe su bajo punto isoeléctrico
(pI=4,3).

Además, contiene una relación treoninazserina (12:4)
elevada, una única histidina, y un aminoácidoraro, e-trimetil-
lisina en posición 115. Carece de triptofano, cisteína o hidroxi
prolina, lo que le permite asumir una estructura terciaria flexi
ble para interactuar con otras proteinas. La ausencia de tripto
fano junto a una elevada relación fenilalanina-tirosina (8:2), le
confiere un espectro característico al U.V., con cinco picos a
253, 259, 265, 269, y 277 nm y un hombro a 282 nm. La relación
280 260 nm es igual a 1 (136,157,158).
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Por dicroismo circular, se determinó el contenido de
a-hélices de la calmodulina. En ausencia y en presencia de Ca2+.
el 8222m es de —12.000 y -15.000m respectivamente, lo cual co
rresponde a un 39% y 57% de a hélices. Al unirse, el Ca2+ induce
un cambio conformacional en la molécula aumentando la helicidad
de la misma, lo que le permite interactuar con otras proteinas
(159).

Además, el Ca2+modifica la fluorescencia de las ti
rosinas, el espectro de U.V., la reactividad de ciertos aminoáci
dos, disminuye el radio de Stokes, aumenta el coeficiente de se
dimentación y aumenta la resistencia a la proteólisis. La calmo
dulina se transforma de una estructura poco ordenada en una com
pacta, ordenada y estable. Existen por lo menosdos transiciones
conformacionales, la unión de 2 Ca2+ induce el 80%del cambio; la
segunda transición ocurre cuando 3 de los 4 sitios, o todos, es
tán ocupados. La calmodulina puede existir en distintas formas,
de acuerdo al número de Ca2+ unidos. Existen 16 estados conforma
cionales posibles, y cada uno de ellos puede ser reconocido por
una proteína determinada o por un grupo de proteínas. De este mo
do, la molécula podría traducir una diferencia cuantitativa en la
concentración de Ca2+ en una diferencia cualitativa en la res
puesta celular (158).

El tratamiento con agentes químicos que afecten his
tidinas, tirosinas o argininas no altera la actividad biológica
de la calmodulina; sin embargo, la modificación de lisinas, me
tioninas o grupos carboxilos, le impide que active otras protei
nas.

La carboximetilación de los residuos metionina 71,
72, 76 y 109 impide la interacción de la PDE con la calmodulina
sin alterar la capacidad de unir Ca2+ni la estructura secundaria
de la molécula. Agentes químicos que modifiquen la carga positiva
de la lisina 75 evitan la activación de la PDEy la interacción
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de la calmodulina con drogas fenotiazínicas (157,160). Alteracio
nes de los grupos carboxilos disminuyen la helicidad de la mole
cula por lo cual esta carece de la conformación adecuada para
complejarse con la apoenzima correspondiente (161).

Por proteólisis limitada, en presencia de Ca2+, la
calmodulina se cliva entre los aminoácidos lisina 77 y aspartico
78. En ausencia de Ca2+ se obtienen cuatro fragmentos: I (1-160),
II (107-148), III (1-90), y IV (90-148). Los péptidos tripticos
no conservan la actividad biológica, sino que se requiere la in
tegridad de la molécula (162,163).

VIII.2.WEELAW
La calmodulina es una proteína con alta homologia in

terna, que posee 4 sitios de unión al Ca2+. La mayor homologia e
xiste entre los dominios 1 y 3 con 18 aminoácidos idénticos y 6
conservados y entre los dominios 2 y 4 con 14 aminoácidos idénti
cos y 11 conservados, lo que sugiere que la molécula actual sur
gió por dos duplicaciones sucesivas derivadas de un gen primor
dial que codificaba para el dominio del Ca2+. Se aisló calmoduli
na de testículo de rata y se estudió su estructura cristalina. La
molécula tiene un largo de 65 A, está formada por dos lóbulos de
25x20x20 A conectados por 7 a-hélices. Cada lóbulo contiene dos
sitios de unión al Ca2+, y ambas mitades de la molécula son muy
semejantes (161).

Las 7 a-hélices, I a VII abarcan los siguientes ami
noácidos: I: 7 a 19; II: 29 a 39; III: 46 a 55; IV: 65 a 92; V:
102 a 112; VI: 119 a 128; y VII: 138 a 148. Los cuatro dominios
de unión al Ca2+ tienen una conformación “hélice-loopehélice",
denominada "mano E-F” por Kretsinger (164), en la que 6 a 8 áto
mos de 02 forman una cavidad capaz de albergar un catión con el
radio del Ca2+ (0,099 nm). Esta caracteristica permite que la
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proteina una Ca2+ reversible y selectivamente en presencia de
concentraciones milimolares de Mg2+ (radio=0.065nm). Cada loop
está flanqueado por dos a-hélices perpendiculares entre si. En la
figura I.4. se esquematiza la estructura de la manoE-F.

Los segmentos que unen Ca2+ involucran los aminoáci
dos 20 a 31; 56 a 67; 93 a 104; y 129 a 140. Todos ellos se com
ponen de 12 aminoácidos; los primeros 9 forman el loop y los 3
últimos el inicio de la segunda hélice del dominio "hélice-loops
hélice". El Ca2+ se une cerca del N-terminal del dominio, y la
segunda hélice orienta los últimos aminoácidos del segmento que
une el Ca2+, para que puedan participar en la coordinación del
Ca2+. En la figura I.5 se esquematiza la estructura primaria de
la calmodulina.

La molécula está estabilizada por múltiples interac
ciones entre las hélices; existen puentes de hidrógeno entre los
loops adyacentes en cada mitad de la molécula. Los residuos 25 a
29 son antiparalelos a los residuos 61 a 65, y están unidos por
puentes de hidrógeno entre la glicina 25 y el aspártico 64 y en
tre la isoleucina 27 y la treonina 62. En la segunda mitad de la
molécula, los residuos 99 a 101 y 135 a 137 son antiparalelos y
están estabilizados por uniones hidrógeno entre la isoleucina 100
y la valina 136. Los dominios del Ca2+ están unidos por segmentos
ligantes compuestos por 6 residuos.

A cada mitad de la molécula se unen 2 Ca2+ que están
separados por 11,3 A y están coordinados a oxigenos de la cadena
troncal y de las laterales. Se ha sugerido que los sitios 3 y 4
son los de alta afinidad. La calmodulina contiene dos tirosinas,
99 y 138, que están en los dominios 3 y 4, respectivamente. La
tirosina 99 es accesible y está en el loop, e interactúa única
mente con aminoácidos del dominio 3. La tirosina 138 está en un
bolsillo hidrofóbico en contacto con la fenilalanina 89 de la hé
lice IV, y la fenilalanina 141 de la hélice VII, interaccionando
con los dominios 3 y 4 (161).
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Figura I-4: Estructura del sitio de unión al Ca2+en la parvalbú
mina. En este esquema, el Ca2+ está indicado por un octaedro que
se contacta con 6 atómos de oxígeno (uno en cada vértice), deno
minados x, y, z, -x, -y, —z.La estructura "hélice-Joop-hélice"
está representada por una mano, en la cual el dedo índice es una
de las a-hélices que está en el plano de la figura; los dedos
restantes son el loop que contiene al sitio del Ca2+, y el pulgar
es la segunda a-hélice que está perpendicular al plano de la fi
gura. Este esquema es copia del publicado por Kretsinger (164).
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Figura 1-5: Representación esquemática de la estructura primaria
de la calmodulina. En este esquema se indica la secuencia aminoa
cídica completa de la calmodulina y se señalan los 4 loops de u
nión al Ca2+ (I a IV) que están flanqueados por a-hélices (circu
los con negrita). Este diagrama es copia del publicado por Klee y
Vanaman (168).

70



Introducción

Se observó que la tirosina 99 no es esencial para u
nir Ca2+, porque está reemplazada por una fenilalanina en espina
ca y una leucina en Tetrahymena. La trimetil-lisina presente en
tre las hélices V y VI es una modificación post-traduccional, cu
ya función es desconocida y no está presente en la calmodulina de
invertebrados (165,166).

La hélice IV que es la más larga y conecta los domi
nios 2 y 3, parece ser la columna vertebral de la molécula, puede
tener un rol en la unión cooperativa del Ca2+. Cuando la calmodu
lina está unida al Ca2+, esta hélice está expuesta; en ausencia
de Ca2+, está oculta. Los residuos de esta hélice cumplen un pa
pel importante en la interacción de la calmodulina con proteinas
receptoras o con drogas fenotiazinicas (161).

VIII.3. HQMQLQGJAENIBEQALMQDÁILIHAXQÏBABEBQTEINAS

La calmodulina es el miembro más antiguo de una fami
lia de proteinas pequeñas, acidicas, con capacidad de unir Ca2+
(167). Está presente en todos los eucariotes y es polifuncional.
Las otras proteinas son exclusivas de vertebrados, están presen
tes en algunos tejidos, y su función es específica y limitada
(168).

Las otras proteínas que componenesta familia son:
troponina C, parvalbúmina, proteina que une Ca2+ dependiente de
vitamina D; proteina que une Ca2+ dependiente de vitamina K; a
cuorina, espasmina, calsequestrina y proteína del 5100 (136).

La troponina C interviene en la contracción muscular.
El Ca2+ regula la contracción mediante un mecanismo alostérico,
en el que la señal se transmite secuencialmente del Ca2+ a la
troponina, de ésta a la tropomiosina, luego a la actina y, final
mente, a la miosina. La calmodulina puede reemplazar a la tropo
nina C pero es menos eficiente (169).
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A diferencia de la calmodulina, posee una histidina
en lugar de la trimetil-lisina; tiene dos sitios especificos para
Ca2+ y dos que también unen Mg2+ y es mayor por 1 kb. Se alinea
ron ambas secuencias, el 50% de los aminoácidos son idénticos y
muchas de las sustituciones son conservativas, lo que representa
una homologia del 77%. La calmodulina tiene 7 aminoácidos menos
en el N-terminal, uno menos en el C-terminal, y un gap de 3 ami
noácidos ubicado en las posiciones 88 a 90 de la troponina C.
También posee una hélice central pero en el dominio C-terminal
tiene 2 Ca2+ unidos, y ninguno en el N-terminal (168,170).

La parvalbúmina se encuentra en concentraciones mili
molares en músculo esquelético de vertebrados inferiores y de ma
míferos. Tiene un peso molecular de 12 K, y presenta 6 a-hélices
(A a F) unidas por loops. Unicamente los dominios C-D y E-F unen
Ca2+. La unidad basica de la evolución del dominio del Ca2+ es la
estructura del fragmento E-F. Durante la evolución, la parvalbú
mina perdió el dominio I (157).

La proteina dependiente de vitamina D tiene una fun
ción en la traslocación del Ca2+ en el intestino y la proteina
dependiente de vitamina K se requiere para la conversión post
traduccional de la protrombina a la forma plasmática que une Ca2+
en los microsomas de higado (136).

Todas las proteínas de estas familia tienen muycon
servada la region de unión al Ca2+, unidad compuesta por dos hé
lices que forman un corazón hidrofóbico 37 un loop que une el
Ca2+.

VIII.4. MEQAfllñMQ DE AQQIQH DE LA QALHQDHLIHA

La calmodulina regula una gran variedad de procesos
celulares, ya sea directamente, por asociación a 11! ensima en
cuestión, o indirectamente activando una quinasa dependiente que
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desencadena una cascada metabólica. En todos los casos se requie
re Ca2+ para formar el complejo activo Ca2+-calmodulina.

La concentración intracelular del Ca2+está en el or
den de 10-3 M y a raiz de un estimulo externo puede elevarse a
10-6 Men forma transiente. Este aumento es suficiente para for
mar el complejo Ca2+-calmodulinay gatillar la respuesta celular.
Este complejo activo se une a la enzima, en un dominio determina
do que posiblemente sea común en todas y modifica la conformación
de ésta de tal modoque el sitio activo esté más accesible. La
activación por calmodulina es estequiométrica y reversible (168).

VIII.5.WWMW
a)
En glándula adrenal y en cerebro, la calmodulina ac

tiva la adenilato ciclasa y la fosfodiesterasa de nucleótidos ci
clicos; de este modo, regula tanto la sintesis comola degrada
ción del AMPc.

A bajas concentraciones de Ca2+, cuando únicamente
están ocupados los sitios de alta afinidad, la calmodulina activa
la adenilato ciclasa; a altas concentraciones de Ca2+, estando
todos los sitios ocupados, inhibe la adenilato ciclasa y activa
la PDE.

En condiciones fisiológicas, la PDEtiene mayor afi
nidad por el GMPCque por el AMPC.En un primer momento, hidroli
za GMPc, con lo que la relación AMPchMPcaumenta. Cuando el pri
mero alcanza una concentración elevada, induce su propia degrada
ción al estimular la PDE. Por un mecanismo concertado, la calmo
dulina permite una elevación transiente del AMPc(136, 157, 168,
171).
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b) mm di Cia“

La calmodulina media los efectos del Ca2+ y también
regula su propia actividad al controlar los niveles del Ca2+li
bre intracelular. Esto se logra activando las bombasde Ca2+pre
sentes en membranaplasmática de eritrocitos y en el reticulo
sarcoplasmático que eliminan el Ca2+ en exceso.

La calmodulina se asocia a la ATPasa de (Ca2+-Mg2+)
en un complejo 1:1, aumenta diez veces la velocidad máxima de la
enzima y disminuye el Kma la mitad. La ATPasa activada regula el
transporte de Ca2+hacia el exterior.

En microsomas cardíacos, el reticulo sarcoplasmático
secuestra Ca2+ con una bomba que está relacionada con la ATPasa
de (Ca2+-Mgz+).Esta enzima se activa por la fosforilación, de
pendiente de AMPcy de Ca2+, de una proteína de membrana de 22 K
denominadafosfolamban. Posiblemente, esta fosforilación está ca
talizada por una quinasa dependiente de calmodulina, semejante a
la fosforilasa quinasa. En amboscasos, el Ca2+citosólico dismi
nuye (136,157,168,171).

e) Mmmm
En músculo esquelético, el 40%de la calmodulina es

parte integral de la fosforilasa quinasa, enzimaque cataliza la
degradación del glucógeno.

La fosforilasa quinasa esta compuesta por 16 subuni
dades con una estructura (a, B, 3 y ó); ó es idéntica a calmodu
lina. La enzima es completamente dependiente de Ca2+ para su ac
tividad, pero también puede regularse por calmodulina exógena. La
enzima fosforila la fosforilasa b, activandola y la glucógeno
sintetasa inhibiéndola; de este modo, existe una regulación meta
bólica coordinada que activa la glucógenolisis e inhibe la sinte
sis del glucógeno.
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Lo mismo ocurre en higado, pero regulada por la qui
nasa de proteínas dependiente de AMPc(l57,168,171,172,173).

d)
La quinasa de la cadena liviana de la miosina (MLCK)

está formada por dos subunidades, un polipeptido de 125 K que es
la apoenzima, y una subunidad regulatoria pequeña idéntica a cal
modulina. Esta enzima se activa en presencia de Ca2+ y fosforila
un residuo de la cadena liviana de la miosina con lo que activa
la ATPasa de la actomiosina y produce la contracción a expensas
de la hidrólisis del ATP(174).

e) Emmdssndgxmimms

Cuando aumenta la concentración intracelular de Ca2+
en el tejido secretor, se produce la liberación de productos de
secreción almacenados en vesículas subcelulares por fusión de la
membranade las vesículas con la membranaplasmática. En glándula
adrenal, Creutz y colaboradores (175) aislaron una proteina de
47 K que produce la agregación de gránulos de adrenalina en pre
sencia de Ca2+.

Posteriormente, en sinaptosomas, se describió (176)
la fosforilación Ca2+-dependiente de proteinas específicas. La
quinasa de proteínas dependiente de calmodulina tipo 1 fosforila
dos proteinas neuronales, sinapsina I y la proteína III, que es
tán presentes en vesículas pre y postsinápticas. El efecto del
Ca2+es mediado a través de la fosforilación de proteinas especí
ficas de membranaque están involucradas en funciones pre-sinap
ticas, tales como la liberación de neurotransmisores (177). La
difenilhidantoina, droga que inhibe la secreción de norepinefri
na, también inhibe la fosforilación Ca2+dependiente.
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En otras membranas obtenidas de bazo, pulmón, músculo
esquelético y cardiaco, glándula adrenal y conducto deferente, se
demostró fosforilación de proteinas endógenas, dependiente de
calmodulina. Dadoque cada tejido tiene un perfil electroforético
determinado de proteínas fosforiladas, se sugiere que las activi
dades tejido específico de la calmodulina pueden estar definidas
por la distribución de las proteinas endógenas que son sustrato
de la quinasa dependiente de calmodulina (157,171).

f) Ensamhladgxdesensamhladgdsmmmlgs

Los microtúbulos se relacionan con procesos celulares
asociados a la motilidad; están involucrados en la movilidad de
cromosomas, la extensión de dendritas y el transporte axónico.
Muchasde estas funciones dependen de la capacidad de estas orga
nelas de ensamblarse y desensamblarse. La localización conjunta
de la tubulina y calmodulina durante la mitosis, junto con evi
dencias previas sobre el efecto inhibidor del Ca2+en la polime
rización de microtúbulos sugieren que la calmodulina regula su
ensamblado y desensamblado (178).

Estudios con células transformadas en crecimiento ex
ponencial, han demostrado que la calmodulina duplica su concen
tración durante la fase G1 tardía. La concentración de la calmo
dulina está acoplada a la transición G1-S del ciclo celular. El
tratamiento de células CHO-14con drogas anticalmodulina, W13 y
Wv, inhibe la progresión del ciclo. En G1, la célula puede entrar
en fase S y dividirse o puede entrar en un periodo quiescente. Se
requiere una concentración crítica de calmodulina para que la cé
lula entre en fase S (179,180).

Estudios recientes (158,171) han asociado el complejo
de microtúbulos con la iniciación de la sintesis de ADN.Drogas
despolimerizantes son capaces de estimular células quiescentes,
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en modosimilar a los factores de crecimiento, para que éstas i
nicien la sintesis de ADN.La calmodulina regula la despolimeri
zación de microtúbulos a dos niveles: directamente, asociándose a
la tubulina en una relación 2 a 1 e, indirectamente, porque au
menta la concentración de dimeros de tubulina y éstos inhiben su
propia sintesis. La calmodulina cumple un rol dual: al disminuir
la concentración de Ca2+ favorece el ensamblado de microtúbulos;
al aumentar su propia concentración favorece la despolimeriza
ción.

VIII-6- QBIIEBLQEBARADEIEBHIEARSlLlflAREAQQIQflESBEGflLADA
EQRQALHQDJLLLHA

Estos criterios son los señalados por Cheungpara ca
racterizar enzimas dependientes de Ca2+-ca1modulina (136).

1. El tejido o la célula debe contener una concentración
suficiente de calmodulina.

2. La depleción de calmodulina debe modificar la activi
dad enzimática. El sistema depletado debe responder
al agregado de calmodulina exógena.

3. Quelantes de Ca2+ (EGTA)deben revertir la activación
de una enzima dependiente de calmodulina.

4. En presencia de drogas derivadas de la fenotiazina,
la calmodulina se vuelve biológicamente inactiva. Es
tas drogas inhiben la activación de la enzima, pero
no la actividad basal de la misma.
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5. La acción de la calmodulina debe revertirse total o
parcialmente por su anticuerpo. En la práctica no es
un criterio satisfactorio, dado que la afinidad cal
modulina-PDE es del orden de 10-9 a 10--By la afini
dad ab-ag es 10-B con lo cual no puede revertir la a
sociación enzima-activador.

VIII.7. EL GEN DE LA QALMQDHLIHA

El gen de la calmodulina de pollo está compuesto por
8 exones y 7 intrones. Cinco de los siete intrones están en la
región codificante. Unode los intrones separa el ADNque codifi
ca para los aminoácidos 82 y 83, con lo cual interrumpe la hélice
IV y divide a la proteína en dos mitades homólogas (181). También
las hélices I y VII están interrumpidas; la primera, entre los a
minoácidos 10 y 11, que no están involucrados en la unión al
Ca2+, y la segunda, entre los aminoácidos 139 y 140, interrum
piendo el cuarto sitio de unión al Ca2+.

Los otros intrones separan los loops 2 y 3, con lo
cual tres de los cuatro sitios de unión al Ca2+están dividido;
por intrones. Esto refuta la teoria que los intrones separan los
dominios funcionales de las proteinas. Actualmente se cree que
los intrones separan regiones de la proteina que están en la su
perficie de la molécula (182).

Existen dos genes no alélicos de calmodulina, que se
expresan, en pollo (183) y en Kenopus (184). Al contrario, hay un
solo gen en S. cerevisiae (185), en D. discoideum (186), y en D.
melanogaster (187). En cambio, en TTypanosomabrucei y gambiense
existen tres copias del gen repetidas en tandem. Entre las tres
copias del gen de Trypanosomaexiste una secuencia conservada de
57 pb localizada en el extremo 5' de cada uno (188).
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VIII.8. EVDMICIQNDELAW

En el curso de la evolución, la selección natural op
timizó y preservó las funciones de las moléculas. Las proteinas
han acumulado mutaciones puntuales y, en algunos casos, han su
frido modificaciones aún más drásticas, como ser la duplicación
génica. Una molécula que se ha duplicado, se distingue por su e
levada homologia interna; tal es el caso de la calmodulina. Esta
molécula puede subdividirse en cuatro dominios similares, lo que
implica que la estructura primaria de la calmodulina debió elon
garse dos veces por duplicación intragénica. En la figura 1.6 se
esquematiza la evolución del gen de la calmodulina.

La calmodulina está muyconservada a lo largo de toda
la escala evolutiva (189). En 1980, se determinó la secuencia
primaria de la calmodulina de cerebro bovino (190) y posterior
mente, la del molusco fhtinopecten (191); de la anémona de mar
Métridium senile (192) y de Tetrahymena (193). Entre especies tan
distantes como la vaca y la anémona, sólo existen tres nucleóti
dos diferentes, y con Tbtrahymena, 17 variaciones.

Se construyeron plasmidos de expresión que contienen
el gen de la calmodulina de pollo (194). Por mutagénesis dirigi
da. se alteró el gen, obteniéndose proteínas con algunas sustitu
ciones específicas, que se denominaron CaML3, CaML16y CaML19,
que contienen 3, 16 y 19 sustituciones, respectivamente. Se los
comparó con la calmodulina normal de vertebrados respecto de su
capacidad de activar otras enzimas.

Estas proteinas carecen de la alanina N-acetilada y
de la trimetilisina 115; sin embargo, la ausencia de estas modi
ficaciones post-traduccionales no modifica la actividad biológica
de las proteinas sintéticas. Se cree que la trimetil—lisina puede
estabilizar la calmodulina in vivo, protegiéndola de la degrada
ción dependiente de ubiquitina (195).
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Figura I-6: Modelo evolutivo de la calmodulina. La homologia in
terna de la secuencia aminoacidica de la calmodulina se explica
por dos eventos de duplicación génica sucesivos. Este modelo
(189) asume la existencia de una calmodulina ancentral con un
único dominio (QA)que, durante el estadio 1 sufre una dupli
cación intragénica que origina un segundo dominio, obteniéndose
una calmodulina ancestral con dos dominios (MA). Mutaciones
posteriores del dominio 1, y un segundo evento de duplicacion, al
final del estadio 1, originaron una calmodulina ancestral (CA)
con 4 dominios. Durante el estadio 2, la CAexperimentó algunos
cambios evolutivos que dieron lugar a la actual proteína.
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A pesar de las numerosas sustituciones, CaML16y
CaML19retienen gran parte de su actividad biológica. Esto sugie
re que la estructura primaria de la calmodulina se ha conservado,
no debido a la necesidad de una secuencia estricta para la acti
vación de una proteina determinada, sino por la suma de requeri
mientos dictados por el amplio espectro de proteinas calmodulina
dependientes.

Organismos muy distantes evolutivamente como Tetra
hymena (193) y Dictyostelium (165), probablemente tengan un menor
número de proteinas dependientes de calmodulina, por lo que han
tolerado un cierto grado de divergencia de la calmodulina de ver
tebrados. La viabilidad de CaML16y CaML19implicaría que pueden
ocurrir mutaciones no necesariamente letales, pero que modifican
la capacidad de la calmodulina de interactuar con proteínas de
pendientes de la misma (194).

La calmodulina purificada de S. cerevisiae (185ï
tiene un 80% de homologia con otras calmodulinas y se comporta
como una calmodulina tipica. Sólo los sitios 1 y 3 de unión al
Ca2+son idénticos a la secuencia clásica, en el sitio 2. la gli
cina en posición 6 es reemplazada por histidina y el sitio 4 per
dió el segundo aminoácido del loop que une Ca2+. Sin embargo,
conservan la estructura “hélice-loop-hélice". La región aminotern
minal, entre los residuos 8 y 23, es la más conservada en la
distintas calmodulinas. Probablemente esta región es muy impor
tante para la función biológica de la proteína.

Schaefer y colaboradores (196) purificaron la calmo
dulina de Phrameoium, que se caracteriza por poseer una dimetil
lisina en posición 13; una glutamina en posición 79 en lugar de
treonina o serina; ácido aspártico en posición 119 en vez de áci
do glutámico, y una valina en posición 146 reemplazando la treo
nina, metionina o isoleucina característica. Todasestas diferen
cias ocurren. en las estructuras a-hélices que flanquean los
loops.
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Estudiando mutantes de furamecium con defectos en el
sistema motriz relacionados con el flujo de potasio dependiente
de Ca2+, estos autores (196) observaron que los defectos se podi
an corregir con microinyecciones de calmodulina purificada del
citoplasma de Paramecios normales. Sin embargo, calmodulinas de
otras fuentes eran incapaces de corregir este defecto. Curiosa
mente, la calmodulina de los mutantes podía activar la PDEde ce
rebro bovino, lo que implica que la diferencia con la normal era
minima.

Probablemente la calmodulina de Paramecio participe
en el control de la corriente de potasio; alteraciones en su es
tructura le impiden cumplir este rol sin anular completamentesus
otras actividades biológicas.

vm.9.WMW
La calmodulina está presente en Trypanosomasafrica

nos y americanos. La calmodulina de Trypanosomas africanos tiene
un 89%de homologia con la calmodulina de cerebro bovino y compa
rando las secuencias, presenta 17 y 22 sustituciones aminoacidi
cas respecto de las calmodulinas de cerebro y de Tbtrahymena,
respectivamente (197).

Está compuesta por 148 aminoácidos, pero tiene mayor
movilidad electroforética (16 K) en geles disociantes que la cal
modulina de cerebro bovino. Probablemente tenga una conformación
más compacta. Sin embargo, en condiciones no disociantes migra
gual que la calmodulina de cerebro. Puede concluirse que, si bien
es más compacta, la carga superficial de la molécula es menor,
siendo levemente más básica. Por proteólisis limitada genera dis
tintos fragmentos. A pesar de estas diferencias en la estructura
primaria, es capaz de activar la PDE de cerebro bovino y la
ATPasa Ca2+Mg2+de eritrocitos humanos.
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Anticuerpos anti-calmodulina de Trypanosoma no reco
nocen la calmodulina de cerebro ni la de Tbtrahymena. Probable
mente los epitopes identificados reflejan las diferencias en la
estructura primaria.

Se ha demostrado que las formas sanguíneas de Trypa
nosomas africanos tienen mayor concentración de calmodulina que
las formas presentes en el insecto vector (198). Puede ser que
los genes de la calmodulina se expresen diferencialmente en los
distintos estadios del ciclo de vida del parásito Rubeny cola
boradores (199) trabajando con anticuerpos anti-calmodulina, in
munolocalizaron la calmodulina en la base del flagelo de formas
sanguíneas y prociclilas de T.b. congolense y T.b. rhodesiense.
Esto sugiere que la calmodulina puede estar implicada en el movi
miento del flagelo.

En Trypanosomacrusi se describió un factor termoes
table, activador de la PDE de cerebro que aparentemente no con
cordaba con las características de la calmodulina (48).
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IX. PAPEL DEL Ca2+ EN EL MOVIMIENTO DE CILIOS Y FLAGELOS

Las células de vida libre, esperma y protozoos cilia
dos y flagelados, se movilizan por el batido sincrónico y unifor
me de millares de cilios o por la ondulación de uno o más flage
los. Al microscopio electrónico se observó que cilios y flagelos
tienen un mismo diseño: un conjunto de fibras, axonema, rodeado
por una membrana que es continuación de la membrana plasmática.
Las fibras que componen el axonema son microtúbulos que se orde
nan en un grupo perisférico de nueve pares alrededor de dos mi
crotúbulos centrales. Esta estructura se denomina9+2.

Diversas evidencias sugieren que el movimientode ci
lios y flagelos es uno de los fenómenos biológicos regulados por
Ca2+. El Ca2+ tiene un rol en la fototaxis y en el control de la
ondulación del flagelo en Chlamydomonas(200); en los protozoos
ciliados, Paramecjum (201) y Tetrahymena (202), el aumento del
Ca2+intracelular invierte la dirección de nado al reorientar el
batido de los cilios. Satir (203) indujo el detenimiento de los
cilios laterales de branquias de almejas de agua dulce, al per
fundir con niveles milimolares de Ca2+ en presencia del ionóforc
A23187 y Tsuchiya (204), en MYtilus, detuvo el movimiento ciliar
elevando los niveles de Ca2+ de 10-7 M a 10-6 M. La onda de pro
pagación flagelar se revierte a elevadas concentraciones de Ca2+
en Chritidia (205) y en el esperma de erizo de mar, el Ca2+ regu
la el batido asimétrico e intermitente del flagelo (206).

Existen dos etapas en el proceso dependiente de Ca2+z
i) la entrada de Ca2+ a cilios o flagelos via canales de Ca2+
presentes en la membranaciliar o flagelar y ii) el Ca2+, una vea
dentro, modula el aparato motriz (207).
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IX.1_ EMBADADEL Qa“

Los canales de Ca2+ están localizados en la membrana
ciliar o flagelar; no se sabe si están distribuidos uniformemente
o en forma localizada. En faramecium (208) se obtuvieron dos po
blaciones de vesículas provenientes de membranaciliar, una con
y la otra sin canales de Ca2+, lo que sugiere una distribución
específica y restringida.

Los iones atraviesan las membranasde todas las célu
las. De acuerdo al estado de activación, los canales iónicos de
membrana transportan Na+, K+, Ca2+ o Cl- dentro o fuera de la cé
lula. Durante años se habló de dos tipos de canales: a) los con
trolados por potenciales eléctricos a través de membrana,que son
bloqueados por antagonistas del Ca2+ (verapamil, diltiazem); b)
los activados por la unión de un ligando a un receptor.

Recientemente se descubrieron nuevos niveles de com
pleJidad en la estructura de los canales y se encontró que los
segundos mensajeros, Ca2+ y AMPctambién regulan la función de
los mismos (209). Las proteinas que forman el canal de Ca2+ con
tienen a-hélices, presentan la región cargada hacia el centro del
poro y la región externa en contacto con los lípidos cargados de
la membranacircundante. Caterall (209) trabajando con células
músculo esquelético, denominó a los canales de Ca2+, canales L
debido al alto nivel de despolarización de membranaque requieren
para abrirse y a lo muchoque demora la activación.

Numerosas evidencias indican que los lípidos, además
de mantener una barrera hidrofóbica, regulan lo que ocurre inter
namente. Tal es el caso de los metabolitos de fosfoinosítidos,
IPs, que aumentan el Ca2+ intracelular liberándolo del reticulo
endoplasmático (R.E.) y éste gatilla diversas actividades enzimá
ticas. Un gran número de receptores al ser activados, producen
sus efectos vía movilización del Ca2+ que ocurre en dos etapas:
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i) liberación inicial transiente de Ca2+de receptáculos intrace
lulares (R.E., mitocondria); ii) una entrada más prolongada del
Ca2+ desde el espacio extracelular. Putney (210) ha propuesto un
modelo en el cual el IPs libera Ca2+ del R.E. vaciando este depó
sito; esto induce una entrada del Ca2+extracelular. Para que es
to sea factible, las membranas del R.E. y la membranaplasmática
deben estar en contacto. Este esquema se observa en la figura
I.7.

IX.2. AQQIQH DEL Qfi2+

Los mecanismos moleculares de la transducción senso
rial, la excitación de membranay la movilidad celular son pre
vios a la diferenciación celular y a la comunicación sináptica.
Es por ello, que el estudio de los protozoos sirve como modelo
experimental para eucariotes superiores, salvaguardando la com
plejidad de los organismos unicelulares respecto de una célula de
un organismo multicelular. Los estudios más completos sobre el e
fecto del Ca2+en el movimiento de cilios y flagelos, se han rea
lizado en el Paz'amecium (211). Frente a estímulos externos ya
sean calor, químicos, mecánicos o luminosos, se modifican los re
ceptores sensoriales del protozoo que generan una variació;
potencial de membranade acuerdo a la fuerza del estimulo. Este
potencial de acción genera un incremento en la concentración in
terna de Ca2+(al abrir los canales correspondientes) que se tra
duce en una reversión del batido de los cilios.

No se conocen los blancos de acción del Ca2+. Se
considera que la calmodulina es el blanco intacelular del catión
ya que está ampliamente distribuida, es el sensor universal de
los niveles de Ca2+ y está involucrada en numerosos procesos ce
lulares dependientes del mismo. El nivel de Ca2+libre necesario
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má
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Figura I-7: Mecanismode entrada del Ca2+ a la célula. Putney
(210) propuso un mecanismo en el cual la liberación de Ca2+ desde
el reticulo endoplasmático (RE) induciría la entrada del catión
desde el medio extracelular a la célula. Es condición necesaria
para que este mecanismo ocurra, que las membranas del RE y l
membranaplasmática (MP) estén cercanas.

En condiciones de reposo (izquierda de la figura), en el REe
xiste un balance entre la entrada y la salida del catión, que
mantiene la [Ca2+] en el rango nanomolar (100-200 nM). En estas
condiciones, el Ca2+se une a sitios que restringen la entrada
del catión.

Luego de la adición de un agonista (derecha de la figura), el
IP3 se une a su receptor (R) y el Ca2+ se libera al citosol. Al
disminuir la [Ca2+], éste se disocia de los sitios restrictivos y
se activan los canales de Ca2+. Durante el lapso que el IP3 esta
presente, existe una fuerza neta que moviliza el catión desde el
espacio extracelular al citosol y mantiene baja la [Ca2+] en el
RE.
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para inducir modificaciones en el movimientode cilios y flagelos
coincide con el nivel necesarix» para activar la calmodulina
(207).

Recientemente se aisló calmodulina de los cilios de
Tetrahymena (207) y Phramecium (212); en la fracción flagelar de
Chlamydomonas (213), en los flagelos de Trypanosomas africanos
(199) y en los cilios del molusco Aequipecten irradians (214). En
Tetrahymena(207), la calmodulina está distribuida a lo largo del
eje longitudinal de los pares de microtúbulos a intervalos de
90 nm. En T. b. rhodesiense (199) se localiza la calmodulina en
la región de contacto entre el flagelo y el cuerpo celular; en
Chlamydomonas(213) está presente en el axonema.

Hirschberg y Hutchinson (215) realizaron un estudio
sobre el efecto de la clorpromazina, droga anticalmodulina, en la
movilidad de Chlamydomonas. Demostraron que a una concentracion
de 6 pM, la droga revierte la fototaxis del alga y a 50 pMinhibe
completamente el movimiento.

Reed y Satir (217) revirtieron el detenimiento de l
cilios laterales de las branquias de almejas, causado por los e
levados niveles de Ca2+, con 25 uMde Trifluoperazina. Si estas
drogas ejercen su efecto inhibitorio sobre la calmodulina, se
puede considerar que ésta está involucrada en la regulación del
movimientociliar y flagelar.

Stommel y colaboradores (214) han postulado tres po
sibles modos de acción de la calmodulina: a) que esté implicada
en la dirección del deslizamiento de los microtúbulos. Sin embar
go, la calmodulina se extrae muy fácilmente, lo que indica que
sólo estaría involucrada si la regulación se realiza a través de
interacciones muy débiles; b) que forme parte de ¡Jn sistema
Ca2+—ATPasade membrana similar al presente en eritrocitos. En
los cilios se ha descripto una ATPasaque al interactuar con el
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complejo Ca2+-calmodu1ina podría bombear Ca2+ hacia el exterior
del cilio; o) la calmodulina actúa secuestrando Ca2+ y de este
mododisminuye la concentración interna del catión.

Satir (217) propuso un modelo de “doble switch” en el
cual el Ca2+ y el AMPCactúan en dos puntos diferentes para de
terminar cuál de los nueve pares de microtúbulos externos se des
liza activamente en un instante dado, durante el ciclo de un solo
golpe de cilios o flagelos. Debe existir un gradiente en tiempo
(del orden de milisegundos) y en espacio (en el cilio) de ambos
mensajeros. La concentración interna de Ca2+ se mantiene por la
diferencia en la entrada, salida y secuestro de depósitos intra
celulares del catión. El AMPces un balance de las actividades de
la adenilato ciclasa y de la PDE, ya que no se ha detectado libe
ración de AMPCal medio.
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WMMWMM
1)

2)

3)

Estudiar el papel de los segundos mensajeros, Ca2+ y AMPCen
el metabolismo del parásito T. cruzi.

Purificar y caracterizar las enzimas involucradas en el me
tabolismo del AMPc:

a) la fosfodiesterasa, enzima encargada de su degradación
b) la quinasa de proteinas dependiente de AMPc,receptor

intracelular del nucleótido cíclico y mediador de sus
efectos vía fosforilación de proteínas específicas.

Estudiar la regulación de estas enzimas en el parásito y de
terminar semejanzas y diferencias con las enzimas correspon
dientes de eucariotes superiores.





I. ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se trabajó con el estadio epimastigote del parásito Try
panosoma crusi, agente causal de la enfermedad de Chagas. La cepa
utilizada fue la Tu12, que deriva de la cepa Tulahuén, mantenida
por inoculación en ratas hasta 1979 y en cultivo hasta el presen
te. Esta cepa conserva su infectividad.

Las células fueron cultivadas a 30°C en un medio bifási
co completo sin agitación, en Erlenmeyers de 250 ml conteniendo
50 ml de medio con agar y 5 ml de medio liquido (218). Posterior

mente se modificaron las condiciones de cultivo, cultivándose_Ias
células en un medio líquido monofásico modificado por Engel (Co
municación personal de la Dra. M. Esteva) ¡cui

Los parásitos fueron cosechados en la fase logaritmióa
de crecimiento (7 dias) por centrifugación a 1000 x g durante 15
minutos a 4°C y se lavaron tres veces con una solución que conte
nía sacarosa 0,25 M y KCl 5 mM(SKS). ¡ÉL

II. HOHOGENEIZACION Y FRACCIONAMIENTO

Los parásitos, en una relación de 100 mg de células (pe
so húmedo) por 1 ml de SKS, se sometieron a ruptura en un desin
tegrador Sorvall-Ribi, por presión y descompresión a 350 kg/cm2
(5000 psi) en atmósfera de nitrógeno. La ruptura se comprobó al
microscopio óptico.

El homogenato se centrifugó a 1000 x g (81) durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifugó a 105000 x g duran
te 1 hora (8100) previa adición de los siguientes inhibidores de
proteasas: 0,1 mMPMSFy Trasylol (25 U/ml). Alternativamente, se
realizó una centrifugación diferencial obteniéndose los siguien
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tes sedimentos: a) de 5000 x g durante 15 minutos; b) de 11000 x
g durante 15 minutos; c) de 30000 x g durante 30 minutos; d) de
105000 x g durante 60 minutos, y una fracción citosólica que es
equivalente al 8100.

A cada una de estas fracciones se les midió actividad de
quinasa de proteínas.

III. ENSAYOS ENZIHATICOS

III.1. QfllflAñAñ DE EBQIEIHAE

Los ensayos se realizaron esencialmente de acuerdo al
método de Roskosky (219), con modificaciones.

Cuandose utilizó histonas o protamina, la mezcla de in
cubación contuvo: 20 mM MOPS pH 6,9, 5 mM MgClz, 10 mM NaF,

0,2 mMMIX, 25-100 uM 832P-ATP (con una actividad específica de
500 cpm/pmol) y 3 mg/ml de histona II-AS o 1 mg/ml de los restan
tes sustratos fosforilables, en presencia o no de 1 LmaAMP
cíclico y la preparación enzimática. El volumen de reacción fue
de 0,1 ml.

Cuandose usó kemptido, heptapéptido sintético que imita
el sitio de fosforilación de la piruvato quinasa, la concentra
ción final del sustrato fosforilable fue de 25 uM. El volumen de
reacción se redujo a 0,05 m1.

Cuando se usó fosvitina o caseína comosustrato, la mez
cla contuvo 0,5 mMMgClz y 1 mg/ml de fosvitina o caseina, siendo
idéntica en el resto de los componentesdetallados anteriormente.

En todos los casos la reacción se llevó a cabo a 30°C
durante 10 minutos o en los periodos indicados oportunamente.
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Tanto con kemptido comocon los otros sustratos básicos,
al finalizar la incubación se tomaron alicuotas de 30 pl o 50 pl,
respectivamente, y se vertieron sobre papel de fosfocelulosa P81
(2 x 2 cm), que fueron inmediatamente sumergidos en ácido fosfó
rico 75 mM(500 m1/50 ensayos), a 4°C. Después de agitar (50 rpm)
durante 15 minutos se vertió el ácido fosfórico y se agregó nue
vamente la misma cantidad después de dejar escurrir los papeles.
Este procedimiento se repitió 4 veces.

Los papeles se secaron sobre un cartón y se contó la ra
dioactividad en una mezcla centelleante de tolueno-Omnifluor.

En el caso de fosvitina o caseína, la reacción se detuvo
por el agregado de 1 ml de ácido tricloroacético (TCA) a1 10%,
enfriado a 4°C. A cada tubo se agregó 0,020 ml de solución de a1
búmina bovina (100 mg/ml) como portador y se centrifugó 4 minutos
a 4000 rpm en una centrífuga clinica.

Se descartó el sobrenadante y el precipitado se redisol
vió en 0,2 ml de NaOH1 M. Se reprecipitó la proteína con 2 ml de
solución TCA10%y ácido fosfotúngstico 0,2% y se repitió la cen
trifugación. El precipitado redisuelto en 0,1 ml de NaOH1Mse
trasvasó a un vial con 3 ml de mezcla BRAYpara centelleo.

III.2. HHIQHDEAMBQIQLIQQ

La medición se realizó de acuerdo al método empleado por
Doskeland y Ueland (220). La mezcla de incubación contuvo 50 mM
fosfato de sodio pH 6,8, 1 mg/ml de seroalbúmina bovina, 0,03 uM
[3HJ-AMPC(actividad especifica 43 uCi/nmol) y la preparación en
zimática. El volumen total fue de 0,1 m1. Las incubaciones se
llevaron a cabo a 4 °C durante 2-12 horas.

Las reacciones se detuvieron por el agregado de 1 ml de
sulfato de amonio al 80%, filtrándose a través de un filtro Mi
llipore (HAWP02500 tipo HA, 0,45 pm). Se lavó dos veces con 2 ml
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de sulfato de amonio al 60%, se secó y se contó la radioactividad
en una mezcla de centelleo que contenía 0,4% (P/V) de omnifluor y
30% (V/V) de Tritón X-100 en tolueno.

Para determinar la especificidad de la unión del AMPcí
clico se realizó un ensayo de competencia con AMPcíclico frío,
análogos del nucleótido, GMPcíclico, 5' AMP,ATPy adenosina, en
las concentraciones indicadas en los respectivos experimentos.III.3.WMWW

La actividad de fosfodiesterasa (PDE) se midió según el
método descripto por Thompson y Appleman (121), con la modifica
ción introducida por Londesborough (221). La mezcla de reacción
contuvo 40 mM Tris-HCl pH 8; 5 mM MgClz y 1 HM [3H]—AMPC o [3B]

GMPcíclico (actividad específica 500 cpm/pmol). El volumen finai
de reacción fue de 0,1 ml. Las incubaciones se llevaron a cabo a
30°C durante 5 a 30 minutos.

La reacción se detuvo por calentamientc> l minuto a
100°C. Se incubó nuevamente añadiendo 0,04 ml de veneno de ser
piente (King Cobra) 2 mg/ml en 10 mMTris-HCl pH 8. Esta segunda
reacción se detuvo por el agregado de 0,05 ml de una solución de
50 mMEDTAy 5 mMde adenosína o guanosina según la PDE a deter
minar.

A continuación se agregó 1 ml de una suspensión que con
tenía 33%de resina de intercambio iónico AGl-X4 (200 a 400 mesh)
y 30% de etanol en agua en el caso de la AMPc-PDEo 0,5 ml de una
suspensión que contenía volúmenes iguales de AGS-X4 (200 - 400
mesh) en agua para la GMPc-PDE.Después de sedimentar, se tomaron
alícuotas del sobrenadante y se contó la radioactividad en una
mezcla que contenía 0,4% (P/V) de omnifluor y 30% (V/V) de Tritón
X100 en tolueno.
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III.4. DEIEQQIQN. DE QALMQILULINA

El ensayo de calmodulina se realizó midiendo la activa
ción producida sobre la fosfodiesterasa de AMPcíclico de cerebro
bovino.

La mezcla de incubación contuvo 40 mMTris-HCl pH 8;
5 mM MgClz; 25 uM CaClz, albúmina bovina (0,5 mg/ml); 200 pM
[3H]-AMPc (actividad especifica 100 cpm/mmol) y preparación de
fosfodiesterasa de cerebro (2 mg proteína/ml). El volumen final
de reacción fue de 0,1 ml y la incubación se realizó a 30°C du
rante 10 minutos.

El procedimiento posterior fue idéntico al detallado en
el apartado IV.3 de Materiales y Métodos.III.5.WWW
III.5.1. Ezgteinas: se realizó por el método de Lowryet al

(222). Comopatrón se usó seroalbúmina bovina.

III.5 2. gitggrgmg Q: se midió su absorción en 410 nm (banda
de Soret).

III.5.3. Malatg deshigxggenasa: la actividad fue determinada
por el consumo de NADHen presencia de oxalacetato
midiendo la disminución de su absorbancia a 340 nm
(223).

III.5.4. Lagtgtg dgfihlgxgggngfig: se determinó la actividad
por el consumo de NADHen presencia de piruvato, mi
diendo la disminución de su absorbanoia a 340 nm
(223).
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III.5.5. Camisa: se midió la actividad enzimática por la
disminución de la oxidación de ioduro a iodo, aco
plada a la reducción del H202 (224).

III.5.6. Radio de Stgkgs (a): este valor fué obtenido a par
tir' del perfil de las filtraciones en Sephacryl
Saoo. Se estimó de un gráfico de a vs Ve/Vo (volumen
de elución normalizado respecto del volumen de elu
ción), obtenido con las proteínas marcadoras de pa
rámetros moleculares conocidos.

IV. PREPARACION DEL SUSTRATO RADIOACTIVO PARA LAS QUINA

SAS DE PROTEINAS

El 832P-ATPfue obtenido por una reacción de intercambio
del fosfato 3 del ATPfrío por el fosfato marcado (225). La mez
cla de incubación contuvo: 50 mMTris-HCl pH 8, 10 mMMgClz, 1 mM
ditiotreitol (DTT) 0,4 mMácido 3-fosfoglicérico, 0,05 mMNAD+y
0,01 mMATP frío, más 5 mCi de 32P inorgánico. Se le agregó un:
mezcla enzimática conteniendo gliceraldehído 3-fosfato deshidro
genasa de levadura (10 ug) y fosfoglicerato quinasa de músculo de
conejo (20 pg). El volumen final fue de 0,1 ml. Se incubó a 30°C
durante 2 horas.

Una vez finalizada la reacción, se diluyó una alícuota
de mezcla 1:100 y 1:1000. Ambasdiluciones se analizaron por cro
matografía ascendente en capa delgada sobre polietilenimino-celu
losa (PEI-celulosa) impregnadaen reactivo fluorescente, utili
zando 1,5 M LiCl como solvente.
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La posición del nucleótido patrón (ATP) se detectó por
absorción de la fluorescencia al U.V. La cuantificación del ren
dimiento se hizo por conteo de la tira de PEI celulosa, en una
mezcla centelleante de tolueno-omnifluor. El rendimiento osciló
entre el 70% y el 85% de incorporación de 32P a 32P-ATP.

Cuando el rendimiento fue inferior al 70%, la mezcla se
purificó mediante una columna de DEAE-Sephadex A25 (0,5 x 5 cm)
equilibrada con agua destilada. La columna se eluyó con un gra
diente de 40 ml de 0,1 Mde carbonato de Trietilamina (preparado
por burbujeo de C02 sobre la trietilamina en agua).

Se obtuvieron dos picos de radioactividad, el primero
correspondiente al 32P que no reaccionó, y el segundo al 32P
ATP.

V. PURIFICACION DE QUINASAS DE PROTEINAS DEPENDIENTES DE AMP

CICLICODE Trypanosana cruziV.1.WWW
Se sembraron 100 ml (2 mg/ml proteina) del 8100 en una

columna de DEAE-celulosa (2,8 x 13 cm) equilibrada con 25 mM
Tris-HCl pH 7.4 conteniendo 0,1 mMEDTAy 0,1 mMPMSF (Tampón A).

Luego de aplicar la muestra, la columna se lavó con
200 ml del tampón A y se eluyó con un gradiente lineal de 0 a
0,7 M NaCl. El volumen total del tampón eluyente fue de 400 ml
recogiéndose fracciones de 8 ml cada una con un flujo de elución
de 1,5 ml/min.

A las fracciones de la columna, incluido el percolado y
el lavado, se determinó actividad de quinasas de proteínas.
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V.2.WMWMW
Las fracciones con actividad de quinasa dependiente de

AMPcíclico, que eluyeron de la DEAEa 0,32 M NaCl, fueron con
centradas por precipitación con sulfato de amonio al 70%de satu
ración. La solución saturada, previamente neutralizada, se agregó
lentamente con agitación magnética durante 15 minutos a 4°C. Pos
teriormente se centrifugó a 18000 x g durante 20 minutos. El pre
cipitado así obtenido, fue resuspendido en un décimo de su volu
men inicial en 25 mMTris-HCl pH 7,4, 15 mM2-mercaptoetanol,
1 mMEDTA, 5% glicerol y 1 mMPMSF (tampón B). El concentrado fue
dializado contra el tampón B durante 12 horas a 4°C.

Se la denominó "fracción sulfato de amonio" (S A.).

V.3 EILIRAQIQHEHQELES

Se sembró 1 ml del precipitado de sulfato de amonio (3,5
mg/ml) en una columna de Sephacryl 8300 (0,8 x 46 cm) que se e
quilibró con tampón A con 0,1 MNaCl. Se recolectaron fracciones
de 1 ml a un flujo de 0,2 ml/min. Las fracciones con actividad de
quinasa y de unión de AMPcíclico se reunieron y dializaron conr
tra tampón B.

Se intentó separar la holoenzima en sus componentes re
gulatorios y catalíticos. Para ello, se dializó 1 ml del precipi
tado de S.A. contra 25 mMTris-HCl pH 7,4, 0,1 M NaCl, 4 mM2-
mercaptoetanol, 2 mMAMPcíclico (tampón C), durante 2 horas a
4°C. Luego, se sembró el dializado en el Sephacryl 8300 equili
brado con el tampón C pero con 0,1 mMAMPcy se eluyó con el mis
mo tampón. Previamente a ensayar la capacidad de unión al AMPcí
clico, las fracciones eluidas fueron dializadas extensivamente
contra tampón A (48 hrs).
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Alternativamente se preincubó 1 ml del precipitado de
S.A. con 0,5 M NaCl y l mg/ml de histona II-AS durante 10 min a
0°C Se sembró luego en el Sephacryl equilibrado con tampón A
con 0,5 MNaCl. Se recolectaron fracciones de 1 ml a un flujo de
0,2 ml/min.

Las fracciones con actividad de subunidad catalítica o
regulatoria fueron reunidas y se concentraron por diálisis contra
2Msacarosa en 20 mMTris-HCl pH 7,4 y se guardaron a -20°C.V.4.WMWMWW
V.4.1. Emancióndelafiiflgnafiephamsa

Se acopló 1 g de Sepharosa 4B, previamente activada co“
bromuro de cianógeno, con 5 mg de histona II-AS purificada por
Sigma, de acuerdo al protocolo descripto por Pharmacia (226).

La resina activada fue previamente lavada con 200 m1 de
10 mM HCl y luego con 0.1 M NaHCOs pH 8,3 más 2,5 ml de 0,5 M
NaCl en un volumen final de 30 ml, se acopló con la histona II-AS
durante 24 horas con agitación magnética suave a 4°C. El sobrena
dante se recogió por filtración y la resina se lavó exhaustiva
mente con agua destilada. El rendimiento fue del 75%.

V.4.2. QmmatggmfiaenWWA

Se armó una columna de 0,5 x 5 cm equilibrada con tampón
A en la cual se sembraron 3 ml de la muestra obtenida del Sepha
cryl S300 en condiciones no disociantes (0,5 mgproteina/ml). Se
lavó con 10 ml de tampón A y se eluyó con 10 ml del tampón A con
0,5 M NaCl. Se recolectaron fracciones de 0,5 m1 a un flujo de
0,1 ml/ min.
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Las fracciones con actividad de quinasa y con capacidad
de unir AMPcíclico fueron reunidas y dializadas contra tampón A
durante 4 horas. Se las denominó "holoenzima

V.5. QBQMAIQGRAEiADEAEIHIDADEHAMRQHEXAHStAfiARQSA

Con el fin de obtener subunidades regulatorias libres,
la fracción precipitada con S.A. se purificó por cromatografía en
8-(6-aminohexyl-amino)-AMPc-agarosa (Pharmacia Fine Chemicals),
siguiendo el procedimiento descripto por Dills y colaboradores
con alguna modificación (227).

En una columna de 0,5 x 4 cm equilibrada con 10 mMMOPS
pH 6,9, 15 mM 2-mercaptoetanol, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF, 10%
glicerol y 25 mMNaCl (tampón D), se sembró 6 ml del precipitado
de S.A. (4,2 mg proteína/ml) previamente dializado contra tampón
D. La columna se lavó con 20 ml de tampón D con 750 mMNaCl y,
posteriormente, con 6 ml de tampón D hasta obtener absorbancia a
280 nm igual a cero.Se eluyó con 5 ml de tampón D conteniendo
0,1 mMAMPcíclico y luego con 3 ml de tampón D conteniendo 30 ma
AMPcíclico. Se recolectaron fracciones de 1 ml a un flujo de 0,1
ml/min. La elución se realizó a 30°C.

Alternativamente, se eluyó en frío con 6 ml de tampón D
conteniendo 10 mMAMPcíclico. Cada 3 horas se agregó 1 ml de
tampón de elución dejando escurrir la columna; se recolectaron
fracciones de 0,5 ml.

Se determinó actividad de fosfotransferasa a las frac
ciones de la columna, previa diálisis contra tampón D durante 3
horas. La actividad catalitica se detectó en las fracciones del
lavado con tampón D con 750 mMNaCl.

Las fracciones eluídas con AMPcíclico constituyeron el
componente regulatorio y fueron dializadas extensivamente, con
sucesivos cambios de Tampón D.
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v.6. mmm num EHEEEHADEX925-914-er

Otro método para separar los componentes catalíticos y
regulatorios de la quinasa dependiente de AMPcíclico fue el uso
de una cromatografía mixta (228). La columna se empaquetó prime
ramente con 2 ml de Sephadex G25 (superfine) sobre el cual se de
positó 1 ml de CM-Sephadex CSO.

La columna se equilibró con 50 mMfosfato de sodio pH
6,5, 0,1 mM EDTA, 15 mn 2-mercaptoetanol y 0,1 mu AMPcíclico
(tampón E). Se sembró 1 ml de muestra precipitada con S_A.
(4,2 mg proteina/ml) que se ajustó previamente a 0,1 mMde AMP
cíclico.

Se lavó con tampón E hasta obtener absorbancia a 280 nm
igual a cero. Se eluyó con 300 mMfosfato de sodio pH 6,5, 0,1 mN
EDTAy 15 mM2-mercaptoetanol sin AMPcíclico.

Las fracciones del percolado y lavado se dializaron ex
tensivamente con sucesivos cambios de tampón E sin AMPcíclico.
La subunidad regulatoria se excluyó con el lavado, mientras que
la subunidad catalitica quedó retenida y se eluyó al incrementa;
la fuerza iónica.

VI. PURIFICACION DE QUINASAS DE PROTEINAS DEPENDIENTES DE

AMP CICLICO DE CORAZON BOVINO

El procedimiento usado para la purificación de la holo
enzima y de las subunidades cataliticas y regulatorias tipo II
fue el descripto por Beavo y colaboradores (229) y por Rannels y
colaboradores (230).
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Partiendo de 800 g de corazón bovino trozado, se siguie
ron los siguientes pasos de purificación: homogeneización, cen
trifugación y cromatografía en DEAE-celulosa. Los picos con acti
vidad de quinasa dependiente de AMPcíclico se concentraron por
precipitación con sulfato de amonio al 70%y se sembraron, previa
diálisis, en una columna de B-(6-aminohexylamino)—AMPC-agarosa
que se eluyó con tampón D conteniendo 10 mMAMPcíclico. Las ac
tividades específicas de las subunidades asi obtenidas fueron
76,5 nmoles 32P incorporado/min/mg y 1 nmol AMPcunido/mg para
las subunidadescataliticas y regulatorias, respectivamente.

Alternativamente se siguió otro esquema de purificación
en el que las muestras precipitadas se'sembraron en una columna
de Sephacryl 8300 y, a continuación, en una columna mixta de Se
phadex G25-CM-SephadexC-50. Estos pasos ya fueron descriptos en
los apartados V.3, y V.6 de este capitulo.

VII. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

VII.1. EBEEABAQIQHDEGELEñ

Se hicieron geles disociantes planos que se polimeriza
ron en una celda marca BioRad, modelo 220. Las dimensiones de los
geles fueron: 8 cm de alto x 1,5 mmde espesor para el gel sepa
rador y 2 cm de alto x 1,5 mmde espesor para el gel concentra
dor.

Composición del gel separador: 10% acrilamida (P/V);
0,27% bisacrilamida (P/V); 0,1% SDS (P/V); 0,39 M Tris-HCl pH
8,8; 0,025% TEMED(V/V); y persulfato de amonio (PSA) 0,01 mg/ml.

Composición del gel concentrador: 5% acrilamida (P/V);
0,13% bisacrilamida (P/V); 0,1% SDS (P/V): 0,125 Tris-HCl pH 6,8;
0,05% TEMED(V/V); y 0,1% de PSA (P/V).
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También se hicieron minigeles que se corrieron en una
cuba especialmente diseñada para este propósito. La composición
de los geles separador y concentrador fue idéntica a la señalada
anteriormente, variando únicamente las dimensiones de los mismos.
Estas fueron: 5 cm de alto x 1 mmde espesor para el gel separa
dor y 1 cm de alto x 1 mmde espesor para el gel concentrador.

VII.2.WMWWXWW
Antes de ser sometidas a electroforesis, las muestras

se dializaron durante 12 horas contra tampón A a 4°C y se concen
traron por diálisis contra una solución de 2 Msacarosa en 20 mM
Tris-HCl pH 7,4.

Alícuotas de las muestras concentradas (20 a 60 pl) tra
tadas con 30 o 50 pl de una mezcla desnaturalizante de la si
guiente composición: 2% SDS (P/V), 5% 2-mercaptoetanol (V/V), 20%
glicerol (V/V), 60 mMTris-HCl pH 6,8 y 0,002% de azul de bromo
fenol (P/V) fueron calentadas durante 2 minutos a 100°C. El volu
men de muestra aplicada fue de 50 a 100 pl en los geles grandes y
20 a 40 pl en los minigeles, oscilando entre 10 y 100 pg de pro
teínas.

El tampón de corrida fue 50 mMTris-glicina pH 8 conte
niendo 0,1% SDS(P/V). La electroforesis se realizó a intensidad
de corriente constante de 30 mAdurante 4 horas, para los geles
grandes y a 15 mAdurante 3 horas para los minigeles, manteniendo
la temperatura en 15°C.

Las proteínas usadas para la calibración de los pesos
moleculares fueron: fosforilasa b (músculo de conejo), albúmina
(suero bovino), ovoalbúmina (clara de huevo), anhidrasa carbónica
(eritrocito bovino), e inhibidor de tripsina (soja).
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Los geles fueron fijados y teñidos al mismo tiempo, du
rante 2 horas a 37°C en una solución acuosa que contenía metanol
45% (V/V), ácido acético 10% (V/V) y azul de Coomasie R250 0,2%
(P/V). El desteñido se hizo con la misma solución pero sin colo
rante.

VIII. FOSFORILACION EN GELES DE POLIACRILAHIDA

Los geles se prepararon de igual modoal indicado en el
apartado VII.1 de este capítulo.

Las muestras, previamente a ser sometidas a la electro
foresis, se incubaron a 30°C durante 1 a 5 minutos en presencia
de 20 mM MOPS pH 6,9; 2,5 mM MgClz; 10 mM NaF; 0,2 mM MIX; 1 a

10 pM X32P-ATP (actividad especifica 1000 cpm/pmol), con o sin
0,1 y 1 mMdibutiril AMPcíclico (análogo no hidrolizable del
AMPc), según se indicará.

Una vez terminada la incubación, se adicionó 30 pl de
mezcla desnaturalizante y las muestras se calentaron 2 minutos a
100°C. El volumen de muestra aplicada osciló entre los 50 y
75 pl. La corrida se efectuó en las mismas condiciones indicadas
anteriormente.

Los geles, fijados y desteñidos previamente, fueron se
cados sobre papel Whatman 3MMal vacio, con ayuda de calor en un
secador de geles. Los geles secos se expusieron a películas auto
rradiográficas de rayos X (Agfa Gevaert CURIX)durante 6 a 48 ho
ras a —70°Cen presencia de una pantalla amplificadora. Luego se
procedió al revelado de la película.
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IX. TRANSFERENCIA A NITROCELULOSA E INMUNOPRECJI’ITACION IN

SI TU CON ANTICUERPOS ESPECIFICOS

IX.a. .DOT.BLOT

Sobre nitrocelulosa se sembfaron alícuotas (2mmde diá
metro) de diversos pasos de purificación de la quinasa de proteí
nas dependientes de AMPcíclico de fïwpanosoma cruzi. Como con
trol positivo, se usaron quinasas dependientes de AMPcíclico ti
po I y tipo II, purificadas del hongo Naurospora crassa (231) y
de corazón bovino respectivamente. Todas las muestras se diluye
ron a la mismaconcentración de proteínas.

Previo bloqueo de los sitios inespecifioos con TBS con
leche comose describe en el apartado IX.b., los papeles de ni
trocelulosa se incubaron durante 18 horas a temperatura ambiente
con el anticuerpo específico. El revelado se efectuó en forma i
déntica a la señalada en el apartado IX.b.

IX.b. HFSTERN.BLOT

Las quinasas de jproteinas de Trypanosoma cruzi prove
nientes de una cromatografía en DEAE-celulosa (PKII) y precipita
das con S.A. al 70%, fueron sometidas a electroforesis en condi
ciones disociantes, como se especifica en el apartado VII.2 de
Materiales y Métodos.

Las proteínas fueron luego transferidas a papel de ni
trocelulosa. Se usaron hojas de papel nitrocelulosa de 0,45 um,
marca Millipore, que se cortaron del mismotamaño del gel, se hu
medecieron y colocaron a ambos lados de éste. Sobre éstas se co
locaron 2 hojas de papel Whatman BMM.Este emparedado se dispuso
entre dos paños absorbentes tipo “Scotch Brite“, siendo todo so
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portado con dos placas de acrílico con múltiples agujeros. El
tampón de transferencia fue 50 mMfosfato pH 6,5. Se dejó trans
ferir durante 18 horas a temperatura ambiente (232,233).

Las hojas de nitrocelulosa ya transferidas se cortaron
en tiras, de acuerdo al tamañodel carril del gel. Estas tiras se
incubaron con agitación durante 45 minutos a temperatura ambiente
en TBS: 50 mMTris-HCl pH 7,4; 150 mMNaCl; 2% glicina (P/V); 3%
leche en polvo (P/V); 0,1 mMPMSF; y 0,01% de azida (P/V), para
saturar los sitios inespecificos.

Luego, cada tira se incubó con el anticuerpo especifico
correspondiente diluido 1:250 en el mismo TBScon leche, en pre
sencia de Tween 2, durante 18 horas a 30°C. Los anticuerpos usa
dos fueron contra las subunidades regulatorias tipo I y II de las
quinasas de proteinas dependientes de AMPcíclico de eucariotes
superiores, que fueron donados por el Dr. Brian Hemmingsde Basi
lea, Suiza. La concentración inicial de anticuerpo fue de 0,5
mg/ml para el tipo I y 1 mg/ml para el tipo II. Ambosfueron pu
rificados por columnasde afinidad, siendo el tipo I una fracción
enriquecida en IgG.

Paralelamente, comocontrol, se incubó una tira con sue
ro preinmune de conejo diluido 1:300 en leche.

Luego de la incubación con el anticuerpo se lavó cinco
veces con TBS y se reveló mediante un segundo anticuerpo cabra
anticonejo biotinilado con posterior formación de un complejo ma
cromolecular AVIDINA-BIOTINA,de acuerdo a las instrucciones del
VECTASTAINABCKIT de Vector Laboratories.

Otra de las tiras de nitrocelulosa se reveló para prote
ínas, usando una solución al 0,5% (P/V) de Amido-Schwartz en me
tanolzácido acéticozagua :,5:1:4,5).
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X. PURIFICACION DE LA FOSFODIESTERASA DE Trypanosona cruziX.1.WWW
En una columna de DEAE-celulosa (1,7 x11,5 cm) equili

brada con 25 mMTris-HCl, pH 7,4 conteniendo 0,5 mMPMSF (tampón
F), se sembraron 32 ml del Sloo (2,34 mg/ml de proteína). La co
lumna se lavó con 50 ml de tampón F y se eluyó con un gradiente
lineal de 0 a 0,7 M NaCl. El volumen total del eluyente fue de
200 ml y se recogieron fracciones de 6 ml cada una, con un flujo
de elución de 0,6 ml/min.

A las fracciones de la columna, incluyendo el percolado
y el lavado, se determinó actividad de fosfodiesterasa de nucleó
tidos ciclicos y de calmodulina. Dichas actividades se procesaron
por diversos caminos.

x.2. QQLHMHADEAEMIMDQALWEEHABQSA

X.2.1.WMMWMW
Se acopló calmodulina de cerebro bovino a Sepharosa 4B,

previamente activada con bromuro de cianógeno (Pharmacia), de a
cuerdo al protocolo descripto en el apartado VI.3.1 de este capí
tulo.

Se tomó 1 g de resina activada que se acopló con 2,1 mg
de calmodulina purificada de cerebro bovino. Se ajustó el medio a
1 mMMgClz y 0,2 mMCaClz y el pH se mantuvo en 8.

Esta suspensión se incubó a 4°C durante 24 horas, con a
gitación magnética suave. El sobrenadante se recogió por filtra
ción y la resina se lavó exhaustivamente con agua destilada; con
ella se armó una columna de 0,75 x 7,3 cm. El rendimiento fué del
87%.
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X.2.2. Qmmmgnafiaenmlumnadeafinmadgalmgdulint
Senhamsa

Las fracciones de la DEAEcorrespondientes al pico de
actividad de fosfodiesterasa se reunieron y se dializaron durante
4 horas contra tampón A. Posteriormente, la enzima se purificó
por cromatografía de afinidad en una columna de calmodulina-se
pharosa.

La cromatografía se realizó de acuerdo al método des
cripto por Klee y Krinks con modificaciones (234).

La columna se equilibró con 40 mMTris-HCl pH 7,4, 50 mM
NaCl, 0,5 mMCaClz y 1 mMMgClz (Tampón G). Se sembraron 5 ml de
la enzima dializada (1 mg/ml de proteina) que se ajustó previa
mente a 0,5 mMCaClz y 1 mMMgClz. La siembra fue muy lenta, para
permitir la mayor interacción entre la enzima y el ligando.

La columna se lavó con 8 ml del tampón G. En estas con
diciones, el 30%de la actividad de fosfodiesterasa fue retenida
por la columna. Cuando las fracciones del percolado y lavado fue
ron recromatografiadas en otra columna de calmodulina-sepharosa,
se obtuvo el mismoperfil de elución.

La elución se llevó a cabo por la adición de 8 ml de
tampón G con 2 mM EGTA (sin CaClz) y con 8 ml de tampón G con
2 mMEGTAy 0,3 M NaCl. Se recolectaron fracciones de 1 ml cada
una con un flujo de 0,2 ml/min. Previamente al ensayo de fosfodi
esterasa, las fracciones del eluido se ajustaron a 50 HMCaClz.

Las fracciones con actividad de fosfodiesterasa se reu
nieron y se las denominó "fracción CaM-Sepharosa".
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X.3. QQLUMNADE AElHlDAD AHIIQHEBEQ;5EEHABQ&A

X.3.1.ijemigndelantmm'WMWW . de
nu919911999 91911999 de Neurospora crassa

Ratones hembras Balb/c de cincuenta dias de edad se in
munizaron con fosfodiesterasa de Neurospora crassa purificada de
acuerdo a lo descripto por Téllez-Iñón et al (235). Fueron inyec
tados en forma subcutánea con 50 pg de una preparación enzimática
proveniente de una segunda DEAE-celulosa, emulsionada con adyu
vante de Freund completo (1:1).

A los siete dias se hizo otra inyección, sin adyuvante.
Tres días más tarde, los animales fueron sacrificados.

Los anticuerpos monoclonales se prepararon de acuerdo al
protocolo de Kóhler y Milstein (236) por fusión de los linfocitos
del bazo con células no secretoras de inmunoglobulinas (PSXG3-Ag
8.6 5.3) de mieloma de ratón. Las células híbridas se clonaron
por dilución limite.

La selección de los anticuerpos se efectuó por la capa
cidad de inhibir la enzima (epitope contra el sitio activo) y por
inmunoperoxidasa. Los clones seleccionados se subclonaron nueva
mente por dilución limite. Los medios de los clones secretantes
asi obtenidos fueron utilizados para la purificación de las inmu
noglobulinas monoclonales respectivas, que fueron caracterizadas
en términos de su estructura y de su capacidad inhibitoria.

Se obtuvieron tres clones: 32 (IgG), 17 (IgM) y 37
(IgG). A partir del clon 17, cuyo título de inhibición fue mayor
que los otros, se obtuvo medio suficiente para preparar inmuno
globulina IgMpurificada por DEAE-celulosa que se acopló a sepha
rosa 4B activada (Pharmacia).
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X.3.2. Emmmiánxcmmmia‘ F' enmlumnadgafimdad"anfi911mm
Se pesaron 0,5 g de sepharosa activada con bromuro de

cianógeno que se acopló con 1 ml de anticuerpo seleccionado IgM
del clon 17 (1,05 mg/ml proteina) de acuerdo al método descripto
en el apartado V.4 de Materiales y Métodos.

Se armó una columna de 0,6 x 5 cm con la resina acoplada
que se equilibró con 25 mMTris-HCl pH 7,4. Se sembraron 5 ml de
la fosfodiesterasa de Trypanosomacrusi obtenida de la DEAE-celu
losa, previa diálisis contra el tampón A. Se dejó en contacto du
rante 15 horas para favorecer la interacción antígeno-anticuerpr

La columna se lavó con el mismo tampón de equilibrio
hasta obtener absorbancia a 280 nm igual a cero y se eluyó con a
gua bidestilada (237). Las fracciones recogidas fueron de 0,5 m1
con un flujo de 0,1 ml/min.

XI. PURIFICACION DE FOSFODIESTERASA DE AMP CICLICO DE CERF

BRO BOVINO

Se homogeneizaron 650 g de corteza de cerebro bovino
fresco en 1 l de 25 mMTris-HCl pH 7,4, 0,5 mM EDTA, 1 mM2-mer
captoetanol y 0,5 mMPMSF(tampón H) con un Ultraturrax, desinte
grador de tejidos modelo T 18-10 IKA. Se centrifugó a 20000 x g
durante 30 minutos a 4°C, descartándose el precipitado.

El sobrenadante, 820, se sembró en una columna de DEAE
celulosa (2,5 x 40 cm) equilibrada con tampón H. Una vez pasada
la muestra, la columna se lavo con 400 ml del tampón de equili
brio. Se eluyó con un gradiente lineal de 0 a 0,7 M NaCl. El vo
lumen del gradiente fue de 600 ml y se recolectaron fracciones de
10 ml cada una a un flujo de 1,5 ml/mín.
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Las fracciones con actividad de fosfodiesterasa de AMP
cíclico, determinadas a 200 pM de sustrato,que eluyeron a 0,1 M
NaCl se reunieron y dializaron contra tampón H durante 15 horas.
Las fracciones dializadas se recromatografiaron en una segunda
DEAE-celulosa (1,5 x 20 cm) idéntica a la anterior, que se eluyó
con un gradiente lineal de 0 a 0,6 M NaCl. El volumen del gra
diente fue de 400 ml y se recogieron fracciones de 8 ml a un flu
jo de 1,5 ml/min.

Las fracciones correspondientes al pico de actividad de
fosfodiesterasa se reunieron, se concentraron por ultrafiltración
en Amicón P10 y se guardaron a -70°C en glicerol 10%.

XII. PURIFICACION DE CALMODULINA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Las fracciones de la columna de DEAE-celulosa del 8100
de Trypanosomacruzi con actividad de calmodulina (ensayada sobr,
la fosfodiesterasa de cerebro bovino) que eluyeron entre 0,35 y
0,4 MNaCl, se reunieron y se calentaron a 100°C durante 10 minu
tos. El extracto calentado se centrifugó a 10000 x g durante 10
minutos, descartándose el precipitado. El sobrenadante fue diali
zado contra tampón A en bolsas de diálisis con un poro de 8000 t
(3787-F25 Arthur R. Thomas) y se liofilizó. El material sólido
fue resuspendido en 1,5 ml de 25 mMTris-HCl pH 7,4 conteniendo
0,1 M de NaCl (tampón I).

XII.1. EILIRAQIQHEHGEL

El resuspendido se filtró a través de una columna de 1,5
x 60 cm que se empaquetó con resina Biogel. P60 (intervalc> de
fraccionamiento para proteínas globulares entre 3000 y 60000), e
quilibrada con tampón I.
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Se eluyó con el mismo tampón recogiéndose fracciones de
1 ml cada una a un flujo de 0,2 ml/min.

Las fracciones con actividad de calmodulina se reunie
ron, dializaron y liofilizaron. El material sólido se resuspendió
en agua bidestilada.

XII.2 QBQMAIQGBAHADEAHHIMDQABEEEEHABQEA

La cromatografía de afinidad se efectuó en 2-cloro-10
(3-aminopropil) fenotiazina-sepharosa 4B, (CAPP)-Sepharosa 4B. El
método de preparación de la resina fue de acuerdo a Jamieson y
Vanaman(238) y es similar al detallado previamente en el aparta
do V.1 de este capítulo.

El liofilizado correspondiente al Biogel P60 se resus
pendió en 10 mM 'Tris-HCl pH “7,4, 1 mM 2-mercaptoetanol, 1 mm
CaClz y 0.2 M NaCl (Tampón J), y se aplicó a una columna de CAPP
Sepharosa 4B equilibrada con tampón J. La columna (1,2 x 20 cm)
protegida de la luz con papel de aluminio, se lavó con tampón J
hasta obtener absorbancia a 280 nm igual a cero. Se eluyó con el
tampón J conteniendo 10 mMEGTApero sin CaClz. Se recogieron
fracciones de 2 ml con un flujo de 0,3 ml/min.

Las fracciones ajustadas a 10 mMCaClz, con actividad de
calmodulina se reunieron, dializaron y liofilizaron.

XII.3. QBQMAIQGRAEIADEAELHIDADEHQQLLMHADEEHENXLLSEEHABQSA

Un método alternativo utilizado para purificar calmodu
lina fue la cromatografía de afinidad en columna de Phenyl-Sepha
rosa (239).

En este caso, las fracciones obtenidas del Biogel P60,
sin liofilizarse y previa diálisis contra tampónA, se ajustaron
a 5 mMCaClz, y se sembraron en una columna de Phenyl-Sepharosa
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(2,8 x 10 cm) equilibrada con 50 mMTris-HCl pH 7,4, 1 mM2-mer
captoetanol y 0,1 mMCaClz (tampón K). Se lavo con el tampón K
hasta el cese de absorbancia a 280 nmy se realizó un segundo la
vado con tampón K más 0,5 M NaCl hasta obtener nuevamente cero a
D.O. a 280 nm. La columna se eluyó con lmM EGTA en tampón K sin
CaClz. Se recolectaron fracciones de 2 ml con IM] flujo de (L5
ml/min. Las fracciones con actividad de calmodulina se reunieron
y dializaron contra tampón K en presencia de 1 mMCaClz.

XIII. PURIFICACION DE CALHODULINA DE CEREBRO BOVINO

El modulador se purificó por una modificación del método
descripto por Bazari y Clarke (240). Las fracciones con actividad
de calmodulina de la primera columna de DEAE-celulosa del extrac
to de cerebro (ver apartado XII de Materiales y Métodos) que elu
yen a 0,4 M NaCl se reunieron y calentaron durante 10 minutos a
100°C. El sobrenadante se dializó y se purificó del mismo modo
que el indicado para la calmodulina de Trypanosomacruzi emplean
do la cromatogafia hidrofóbica ya descripta en el apartado XII.3.

XIV. PREPARACION DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE DE

AHPc DEL HONGO N. crassa

La quinasa de proteinas dependiente de AMPc(tipo I) del
hongo N. crassa se purificó en cromatografía en DEAE-celulosa de
acuerdo a. la técnica descripta por Judewicz y colaboradores
(241).
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XV. REACTIVOS UTILIZADOS

Los siguientes reactivos y resinas se obtuvieron de:
DEAE-celulosa (DE-52), DEAE-SephadexA25, papel de fil

tro 3MMy papel de fosfocelulosa (P81) comprados a Nhatman Chemi
cal Separation Inc. (Clifton, NewJersey, USA).

Sephacryl Saoo, Sepharosa 4B activada con bromuro de
cianógeno, Agarosa-8-(6-aminohexylamino)-AMPC, Sephadex (3-25 y
Carboxymetil Sephadex CSO. Malato deshidrogenasa, lactato deshi
drogenasa y marcadores de bajo peso molecular para electrofore
sis, comprados a Pharmacia Fine Chemicals.

MOPS,Tris-base, MIX, BSA, catalasa de hígado de terne
ra, citocromo C de corazón de caballo, histonas, fosvitina, case
ína, kemptido, protamina, clorpromazina, compuesto 48/80, AMPC
GMPc, ATP, ADP, adenosina, guanosina, NAD+, NADH, PMSF, veneno de
serpiente (King cobra), gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa,
fosfoglicerato quinasa, se compró a Sigma Chemical Company (St.
Louis, Missouri, USA).

Anticuerpos policlonales contra las subunidades regula
torias RI y RII de eucariotes superiores fueron donados por el
Dr. Brian Hemmings(Basilea, Suiza).

Flufenazina fue donada por el Dr. J.P. Rossi, de la ha
cultad de Farmacia y Bioquímica, U.B.A.

Análogos del AMPcfueron donados por la Dra. S. Moreno,
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, U.B.A.

CAPPfue donada por el Dr. A. Manian, del National In
stitute of Mental Health, M.D., USA.

Aprotinina (Trasylol) de Bayer (Leverkusen, Alemania
Occidental).

[32P] ortofosfato, [3H]—AMPc,[3H]-GMPC, Omnifluor, se
compraron a NewEngland Nuclear Research Products.
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Resinas de intercambio iónico AG1—X4(200 a 400 mesh);
AGa-X4 (200 a 400 mesh) y Biogel-PSO compradas a BioRad.

Membranas de diálisis compradas a Arthur R. Thomas.
Acrilamida y bisacrilamida son de IBI.
SDS, glicerol de Mallinckrodt.
Filtros (HAWP02500 tipo HA, 0,45 pm) de Millipore.
Nitrocelulosa BA0.45 pmde Schleicher & Schull.
El resto de los reactivos y drogas utilizados fueron de

grado analítico.





I. QUINASAS DE PROTEINAS EN Trypanosama cruzi

1.1. EXIBAQIQE QBHDQS

El estudio de la actividad de quinasas de proteínas en
sistemas crudos. ya sea en el sobrenadante de 105.000 g (8100) o
en las fracciones obtenidas por centrifugación diferencial, pre
sentó diversas dificultades. En primer lugar, la gran cantidad de
proteasas presentes en el extracto crudo, así comola existencia
de un complejo sistema de fosforilación-defosforilación y de en
zimas degradadoras del sustrato radioactivo, impidieron obtener
una cinética lineal de la enzima.

En segundo lugar, la concentración intracelular de AMP
cíclico enmascaraba el efecto del nucleótido agregado exógenamen
te, sobre las quinasas de proteinas presentes en el extracto.

Los estudios, en esta etapa, se limitaron a determina,
actividad de fosfotransferasa y a la búsqueda de sustratos endó
genos fosforilables. Se determinó la actividad de quinasa de pro
teínas en el 5100 y en los distintos sedimentos. La mayor activi
dad se encontró en el soluble (80%) y también se detectó una ac
tividad minoritaria en los sedimentos de 5.000 x g y 30.000 x g.
Conel fin de identificar los sustratos solubles fosforilables,
se incubó el S100 a 4°C y 30°C con X32 P-ATP y Mg+2, en las con
diciones descriptas en Materiales y Métodos.

Se analizaron las muestras fosforiladas en geles de po
liacrilamida en condiciones disociantes. En la autorradiografia
correspondiente (Figura III-1) se observa una serie de bandas de
diversos tamaños (16.5 a 100 Kd) cuya fosforilación fue depen
diente de la temperatura, ya que no hubo incorporación de 832? a
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Kd

— 20,1

Figura III-1: Autofosforilación del extracto crudo (S100) de Try
panosoma cruzí. Se incubó el S100 de T. cruzi (200 ug proteína)
con lO pM X32P-ATP (1000 cpm/pmol) y 2,5 mMMgClz durante 2 min
en distintas condiciones: a 4°C (carriles A,B,C) y a 30°C (carri
les D,E,F).
Carriles A y D: sin adiciones, B y E: con 0,1 mMdibutiril AMPc,
C y F: con 1 mMdibutiril AMPC.Las flechas indican los pesos mo
leculares de las proteínas marcadoras.
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4°C. Entre las bandas se destacó una de 56 Kd cuya fosforilación
se incrementó cuando el extracto crudo se incubó con dibutiril
AMPc.

Para caracterizar las quinasas de proteinas solubles se
procedió a la purificación de las mismas.I.2.WWW

El sobrenadante de 105.000 g, en presencia de inhibido
res de proteasas, se sembró en una columna de DEAE-celulosa que
se eluyó con un gradiente salino. Se determinó actividad de qui
nasa de proteinas a todas las fracciones eluidas de la columna,
incluyendo el lavado y el percolado. En los ensayos de rutina se
utilizó histona II-AS y kemptido comosustratos aceptores.

Unperfil característico se observa en la Figura III-2.
La actividad de quinasa eluyó en dos picos a 0.15 My 0.32 M NaCl
que se denominaron PKI y PKII, respectivamente. Cuando la activi
dad de fosfotransferasa se determinó con kemptido, se resolvió un
tercer pico que coeluyó parcialmente con el primero. Cuandose u
tilizó caseína o fosvitina comosustrato se observó una actividad
quinásica minoritaria. Todos los ensayos mencionados se realiza
ron en ausencia y presencia de 1 pM AMPc. La PKI y el pi
kemptido resultaron insensibles al agregado del nucleótido, mien
tras que la PKII se estimuló positivamente en presencia de AMPC
(Figura III-2).

Paralelamente, se determinó la capacidad de unir [3H]—
AMPCa las fracciones citadas anteriormente. El pico mayoritario
coeluyó con la actividad de fosfotransferasa de PKII a 0.32 E
NaCl. Además, se detectó un pico menor con capacidad de unir AMPc
que eluyó entre 0.14 y 0.22 MNaCl. El ensayo se realizó en au

120



Resultados y Discusión

¡DEN

(W)

É
. e}IE 13

E J>
_ 5- Z
8 e?
C C

“r3 4- 13 +2 2.CL

‘g % o -o.7

-% 3* 2 É? ////‘ É;
g A 2 -0.5
.0 2_ IA.A\ Lg "1 S'Ü ¡\ 3ru 3 -0.3
.9 1- 3
.2
13
<I ' ' , L * Papi7 '--_'.

225 325 425 52 625

Volumen de elucio’n (ml)

Figura III-2: Cromatografía en DEAE-celulosa. Perfil de elución
de las actividades de quinasas de proteinas y de unión a AMPcde
T. cruzi.
La actividad de quinasa se determinó con (0-0 ) y sin (o-o)
1 “M AMPcíclico; (¿r-A ) capacidad de unión de AMPc; (nau
concentración de proteínas; ( ) gradiente salino.
Las condiciones están descriptas en Materiales y Métodos.
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sencia o presencia de 100 HMAMPcfrío, para determinar si la u
nión era específica. En todos los casos el desplazamiento fue to
tal.

Las fracciones con actividad de quinasa dependiente de
AMPc(PKII) se reunieron, se concentraron con sulfato de amonio y
luego de dializadas se mantuvieron a -20°C. La fracción congelada
conservó su actividad enzimática durante 40 días.

1.3. AQIIXAQIQHEQRAMRQ

La preparación de PKII obtenida de 1a DEAE-celulosa se
incubó con concentraciones crecientes de AMPcfrio (lO-IOM a
lO-BM)durante 10 minutos a 30°C. En la Figura III-3 se observa
que la enzima incrementó cuatro veces su actividad basal en pre
sencia de AMPc,obteniéndose un 50% de estimulación a concentra
ciones nanomolares del nucleótido (1 nM).

El GMPcno modificó la actividad de la enzima (resulta
dos no mostrados).

I.4. WEELAWAAMEQ

Se comprobó la especificidad de la unión a [3H]—AMPcde
las enzimas PKI y PKII de TTypanosomacruzi, en términos del de
plazamiento del nucleótido marcado por el agregado de 10 o 100 HM
de AMPCfrío o por la adición de otros análogos. Se estudiaron
dos preparaciones diferentes de PKII: la enzima obtenida de la
DEAE-celulosa y el componente regulatorio de la PKII, obtenido
por cromatografía de afinidad en AMPc-agarosa como se describió
en Materiales y Métodos.

Paralelamente, se determinó la especificidad de la unión
a AMPcde la subunidad regulatoria (RII) de corazón bovino, con
la cual se comparó las enzimas del Trypanosoma.
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Figura III-3: Actividad de quinasa de proteínas en función de la
concentración de AMPC.Comofuente de enzima se utilizó la PKII
de T. cruzi (26 pg proteina/ensayo) proveniente de una DRAE-celu
losa.
Las condiciones del ensayo están descriptas en el capitulo Mate
riales y Métodos.
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Comose detalla en la Tabla III-1, PKI y PKII unen espe
cíficamente AMPc. El GMPCno desplazó al nucleótido marcado, como
tampoco lo hicieron el ATP, el 5'AMPo la adenosina. Los análogos
del AMPc, C3-bromo—AMPc37 NS-monobutiril AMPc, son específicos
para los sitios 1 y 2 respectivamente, de la RII de corazón. El
CB-bromo—AMPcdesplazó el 76% del [3H]—AMPCunido al componente
regulatorio de la PKII de T. crusi y el 90%del unido a la RII de
corazón, en cambio, el N6—monobutiril únicamente desplazó el 60%
y el 81%del nucleótido marcado unido a dichas subunidades.

En la Figura III-4, se observa el desplazamiento del
[3H]—AMPCunido a las subunidades regulatorias de T. cruzi (a) y
de corazón (b), en función de concentraciones crecientes del nu
cleótido frio o de los análogos ya mencionados. Los ensayos se
determinaron a tiempos fijos.

Tanto en T. cruai como en corazón, el AMPCfrío desplazó
más eficientemente al nucleótido marcado que ambos análogos y el
CB-bromofue mejor competidor que el N6 sustituido. Es interesan
te notar que, a iguales concentraciones utilizadas, ambosanálo
gos desplazaron mayor proporción del [3H]-AMPcunido a la subuni
dad RII de corazón que el unido a la enzima de T. cruzi. Se po
dría concluir que la enzima del parásito posee sitios con menor
afinidad por los análogos del AMPcque la enzima de corazón.

1.5.WWW
Diversas proteínas se ensayaron comoaceptores de fosfa

to de la PKII obtenida por cromatografía en DEAE-celulosa. En la
Tabla III-2 se observa que la histona VII-S (sz) y el kemptido
fueron los sustratos óptimos de dicha enzima. Sin embargo, histo
na II-AS y protamina también fueron buenos sustratos. Cuando se
determinó la actividad de PKII en presencia de AMPc,la mejor ac

124



Resultados y Discusión

TABLAIII-1. Especificidad de la unión a AMPcíclico de las pre
paraciones de Trypanosomacruzi y corazón bovino. Las condiciones
del ensayo se describieron en Materiales y Métodos.

Adiciones Concentración [3H]-AMPcunido (%)
(pM) PKIa PKIIb PKIIc RIIa

Sin ——— 100 100 100 100

AMPcíclico 10 34 27 20 10
100 17 3 5 3

GMPcíclico 10 103 84 100 nd
100 85 84 90 nd

CB-Bromo—AMPc 10 nd nd 33 15
100 nd nd 24 10

N8—monobutiril 10 nd nd 48 30
AMPcíclico 100 nd nd 38 18

ATP 10 99 88 nd nd
100 60 88 nd nd

5'AMP 10 89 108 nd nd
100 56 96 nd nd

Adenosina 10 89 64 nd nd
100 67 49 nd nd

nd = no determinado
a. T. cruzi obtenida de DEAE-celulosa; actividad específica=1,7

pmol unido/mg
b. T. cruzi obtenida de DRAE-celulosa; actividad especifica=3,6

pmoles unidos/mg proteina
c. T. cruel "componenteregulatorio" purificado por cromatografía

de afinidad en "cAMP-agarosa"; actividad especifica=98 pmoles
unidos/mg proteína

d. Subunidad regulatoria tipo II (RII) de corazón bovino; activi
dad específica=1 nmol unido/mg proteina
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Figura III-4: Desplazamiento del [3HJ-AMPCunido a la subunidad
RII de corazón (A) o a la subunidad regulatoria de T. cruzi (B).
(D-—D ) NG-dibutiril—AMPc; ( A-—A ) CB—bromo—AMPcy (O—-O ) AMPC.
La subunidad RII de corazón (actividad especifica=1 nmol unido/mg
proteína) se obtuvo de una columna de afinidad AMPc-agarosa.
El componenteregulatorio de T. cruzi (actividad específica = 98
pmol unido/mg proteína) se purificó por cromatografía de afinidad
en AMPc-agarosa.
Las condiciones del ensayo se describen en Materiales y Métodos.
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TABLAIII-2. Especificidad de sustratos para PKII

nmoles 3ZP incorp/min/mg

[100 pM] +[cAMP]10-3M

Sin adiciones 0,18 0,26

Histona 7S 1,47 1,76

Kemptide 1,49 5,2

Histona 2AS 1,26 3,15

Protamina 0,86 1,4

Histona 68 0.43 0,67

Histona 38 0,32 0,44

Histona 88 0,30 0,43

Caseína 0,24 0,31

Fosvitina 0,16 0,3“
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tivación se obtuvo con kemptido o histona comosustratos fosfori
lables. Esto es característico de una quinasa dependiente de
AMPc,ya que el kemptido representa el sitio de fosforilacion de
un sustrato de dicha quinasa en eucariotes superiores (piruvato
quinasa).

Los ensayos subsiguientes fueron realizados con kemptido
o histona II-AS. Se determinó la concentración óptima para ambos
sustratos, siendo ésta de 25 HMpara kemptido y 2 mg/ml para his
tona II-AS.

Los picos I y II de T. cruel tienen marcada preferencia
por los sustratos básicos, siendo caseina y fosvitina aceptores
inadecuados de las quinasas solubles del parásito. El tercer pico
con actividad de quinasa sólo se detectó con kemptido y es es;
cífico para el heptapéptido.

Es importante destacar que, en ensayos de PKII realiza
dos en ausencia de sustrato agregado exógenamente, se detectó
fosforilación.

1.6. CHBXADEMEZ“

Se determinó la actividad de PKII en presencia de canti
dades crecientes de Mgz+. El óptimo de fosforilación se obtuvo a
5 mMMg2+, concentración con la cual se continuó trabajando. Con
centraciones mayores del metal inhibieron levemente la enzima
(Figura III-5).

I.7. CQHQEHIBAQIQHDEAIB

La enzima obtenida de un Sephacryl Saoo se incubó con
concentraciones crecientes del sustrato ATPy se mantuvofija la
concentración de Mg2+en 5 mMy la de histonas en 2 mg/ml.
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Figura III-5: Curva de Mg2+. Comofuente de enzima se utilizó la
PKII de T. crusi (10 pg/ensayo) proveniente de una DEAE-celulosa.
Las condiciones del ensayo se describen en Materiales y Métodos.
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De acuerdo al gráfico de Lineweaver-Burke (Figura III
6), se obtuvieron los siguientes valores de velocidad máxima,
Vmáx, y de afinidad de la enzima por su sustrato, Km. En ausencia
de AMPc, el Km de la enzima fue 75 pM y la Vmax 1,65 nmoles 32P
incorporado/ min.mg. En presencia de AMPcno se modificó el Kmde
la enzima, pero la Vmáxaumentó a 6,7 nmoles 32Pincorporado/min.
mg (dato no mostrado).

1.8. EEEQTQDESALEñ

Se incubó el pico de la DEAE-celulosa correspondiente a
PKII en presencia de concentraciones crecientes de NaCl. Como
observa en la Figura III-7, la actividad de la enzima decayó rá
pidamente a partir de 0,1 M NaCl y se inhibió por completo a
0,4 M. El agregado de AMPcno revirtió la inhibición; sin embar
go, luego de una diálisis prolongada o desalado en columnas de
filtración, se recuperó la actividad enzimática.

II. PURIFICACION DE LA PKII

Hasta el momentose había caracterizado una quinasa de
proteínas que eluía a 0,32 M NaCl, fosforilaba preferentemente
sustratos básicos, se activaba en presencia de concentracio
nanomolares de AMPcy unía el nucleótido específicamente. A Pál‘
tir de estos resultados se trató de caracterizar y disociar la
putativa "holoenzima" en sus subunidades correspondientes.
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Figura III-6: Gráfico de Lineweaver-Burke mostrando la actividad
de PKII en función de la concentración de ATP, en ausencia de
AMPC.Comofuente de enzima se utilizó la holoenzima de T. cruzi
(10 pg/ensayo) purificada en Sephacryl Saoo (Figura III-8A). Las
condiciones del ensayo están descriptas en Materiales y Métodos.
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Figura III-7: Efecto de la concentración salina. La PKII de T.
cruzi (15 pg proteína) obtenida de la DEAE-celulosa se incubó con

) o sin ( ) lO-BMAMPcen presencia de concentraciones
crecientes de NaCl. Otras condiciones están descriptas en Mate
riales y Métodos.
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II.1. QBQMAIÁLGBAEMEHSEEHAQBILSMO

LA PKII precipitada con S.A. proveniente de la DEAE-ce
lulosa se sembró en una columna de Sephacryl Ssoo equilibrada con
tampón A y 0.1 M NaCl. Se eluyó con el mismo tampón de equilibrio
y se obtuvo un único pico con actividad de fosfotransferasa aso
ciada a la capacidad de unir AMPcque se denominó "holoenzima".
En la Figura III-8A se observa que el Kel (Ve/Vo) de la holoenzi
ma fue 1,25.

Con el fin de disociar la "holoenzima" se la dializó
contra tampón B más 2 mMAMPc. Se sembró la muestra dializada, en
un Sephacryl Saoo equilibrado con tampón B más 0.1 mMAMPcy se
la eluyó con el mismo tampón. Se resolvieron dos picos, uno con
el mismoKel de la holoenzima, con actividad de fosfotransferasa
asociada a la capacidad de unir AMPcy un segundo pico con un Kel
mayor (1,86) que sólo tenia actividad fosfotransferasa (Figura
III-BB).

Este segundo pioo no se activó en presencia de AMPC,
comportándose comouna subunidad catalitica libre. En estas con
diciones se disoció parcialmente la quinasa en subunidades cata
líticas libres y en subunidades regulatorias. Estas últimas coe
luyeron junto a otras especies moleculares, probablemente Rzí
R2C2 (holoenzima). La enzima de T. cruzi mostró un comportamiento
anómalo para una quinasa dependiente de AMPcporque no se disoció
completamente en presencia de concentraciones milimolares (0,1 y
2 mM)del nucleótido. Sin embargo, otros autores (242,243) han
descripto lo mismopara la enzima de Mucor rouxii.
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Figura III-8: Perfil de elución de las actividades de quinasa 4°
proteinas y de unión a AMPcde la PKII de T. crusi cromatograi
da en una columna de Sephacryl 8300.
A. La fracción S.A., obtenida de la DEAE-celulosa, se sembró en
un Sephacryl 8300 equilibrado con tampón A y 0.1 M NaCl. Se eluyó
con el mismo tampón.
B. La fracción S.A. se dializó contra tampón C y se sembró en una
columna de Sephacryl Saoo equilibrada con tampón A con 0,1 M NaCl
y 0,1 mMAMPc. Se eluyó con el tampón de equilibrio. Las fraccio
nes eluidas se dializaron 48 h contra tampón A previamente a de
terminar la capacidad de unión a AMPc.
Se determinó actividad de quinasa de proteinas con (o——0) o sin
(O-—O ) 10‘3M AMPC; (A-A ) Capacidad de unir AMPC; ( --- - - n) D.O.
a 280 nm. La columna se calibró con los siguientes marcadores: a
zul de dextrano(Vo),catalasa(a),BSA(b),citocromo c(c) y CoC12(Vt1
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Para disociar la PKII de YTypanosomacruzi se preincubó
la PKII con histona II-AS (1 mg/ml), 10-6 M AMPc y 0,5 M NaCl y
luego se la sembró en un Sephacryl 8300 equilibrado con tampón B
con 0,5 MNaCl. En la Figura III-9A se observa el perfil de elu
ción de la enzima. Se resolvieron dos picos con los mismos Kel
que en el caso antes mencionado, pero se logró una separación más
definida de la subunidad catalítica libre. El pico de mayorpeso
molecular se activa con AMPc,lo cual indicaría que es una holo
enzima o R2C. La capacidad de unión a AMPcestá un poco desplaza
da de la actividad de fosfotransferasa y podria considerarse que
es una subunidad regulatoria libre. Otros autores (82) trabajando
con la enzima de corazón han observado que la holoenzima y el dí
mero regulatorio no se resuelven bien en Sephacryl Saoo porque
sus radios de Stokes son muysimilares.

Paralelamente se purificó la quinasa dependiente de AMPc
de corazón bovino, siguiendo el protocolo detallado en el capitu
lo anterior. Al igual que a la enzima de T. cruzi, se la preinc
bó con histona, AMPcy NaCl y se sembró la muestra en el mismo
Sephacryl Ssoo equilibrado con 0,5 MNaCl. En la Figura III-QB se
observa que se resolvieron dos picos: el primero, con caracterís
ticas de holoenzima, eluyó con un Kel de 1,17 y el segundo, úni
camente con actividad catalitica, eluyó antes que la subunidad
catalítica del parásito. La disociación parcial de la quinasa de
corazón pudo ser consecuencia de la concentración de enzima cr“
la cual se trabajó (12,2 mg/ml). Rangel-Aldao y Rosen (92) obse;
varon que se requieren concentraciones de AMPcmayores que 1 mM
para disociar altas concentraciones de enzima. Otros autores (82)
obtuvieron el mismoperfil en Sephacryl Ssoo, en experimentos de
reasociación de 1a holoenzima de corazón a partir de sus subuni
dades purificadas.
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Figura III-9: Filtración en columnade Sephacryl Saoo, equilibra
da con tampón A y 0,5 M NaCl, de la PKII de T. cruzi (A) y de la
quinasa de corazón bovino (B).
A: La fracción S.A. de T. cruzi obtenida de una DEAE-celulosa se
preincubó 10 min a 0°C en presencia de 1,5 mg/ml histona II-AS,
1 pM AMPCy 0,5 M NaCl y se sembró en el Sephacryl 8300. La co
lumna se eluyó con el tampón de equilibrio.
B: Lo mismo que A, pero con la enzima de corazón bovino obte*lda
de una DEAE-celulosa.
Se determinó actividad de quinasa de proteinas con (0-. ) o su.
(O-O ) 10-6 M AMPc. (¿y-A ) capacidad de unir AMPc, í- - - - --) D.O
a 280 nm.
Las otras condiciones se describen en Materiales y Métodos.
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Los radios de Stokes de las subunidades cataliticas del
parásito y de corazón fueron: 2,2 nm y 2,8 nm, respectivamente.
De estos resultados se puede inferir que el "componentecataliti
co" de la enzima de T. crusi es menor que la subunidad de cora
zón.

II.2. QRQMAIQQBAEIADE AEIHIDAD HISIQHA;SEEHAEQEA

Otro método usado para intentar disociar la holoenzim:
fue la cromatografía de afinidad en histona-Sepharosa. Se eligió
la histona II-AS por ser un buen sustrato de la quinasa de T.
cruzi.

Se sembraron 3 m1 de la fracción “holoenzima , obtenida
del Sephacryl Saoo eluido a 0,1 MNaCl (Figura III-8A), en la co
lumna de afinidad histona-Sepharosa. La siembra fue lenta para
favorecer la interacción enzima-ligando y luego se lavó la cola“
na hasta D.O. a 280 nm igual a cero. Se eluyó con alta fuerza ió
nica para romper el complejo formado.

En la Figura III-10 se observa el perfil de elución de
la quinasa en dicha columna. Gran parte del sembrado percoló dada
la limitada capacidad de la resina. Luego del agregado dc ta._
con alta concentración salina se resolvieron dos picos: el prime
ro con caracteristicas de "holoenzima", es decir con capacidad de
unir AMPcespecificamente y con actividad de fosfotransferasa ac
tivable por el nucleótido y un segundo pico únicamente con acti
vidad catalitica no regulada por AMPcy sin capacidad de unir el
nucleótido.

Rutherford y colaboradores (244) utilizando una columna
de afinidad histona-Sepharosa disociaron la quinasa dependiente
de AMPcde D. discoideum en sus subunidades. La enzima de T. cru
gi, en cambio, sólo se disoció parcialmente indicando diferencias
en el comportamiento de ambas quinasas.
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Figura III-10: Cromatografía de afinidad Histona-Sepharosa. La
'holoenzima' de T. cruzi obtenida de un Sephacryl 8300 (Figura
III-8A) se sembró en una columna de afinidad histona IIAS-Sepha
rosa. Las condiciones están descriptas en Materiales y Métodos.
Se determinó actividad de quinasa de proteínas con ( O-—O) o sin
( O-<)) AMPc; ( A-A ) capacidad de unir AMPc; (--n-n) D.O. a
280 nm.
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Conel objeto de obtener subunidades catalíticas y regu

latorias libres se cromatografió la PKII de T. crusi proveniente
de una DEAE-celulosa en una columna de afinidad "AMPc—agarosa”,
de acuerdo al método descripto para las quinasas dependientes OL
AMPCde mamíferos. La subunidad regulatoria quedó retenida al u
nirse al AMPcinmovilizado en la matriz, mientras que la subuni
dad catalítica percoló.

.Comose observa en la Figura III-11, parte de la "holo
enzima" percoló, probablemente por falta de capacidad de la co
lumna. Por recromatografia de este percolado se pudo obtener nue
vamente el mismoperfil de elución (resultados no mostrados). La
subunidad regulatoria que se obtuvo por este método se eluyó con
30 mMAMPcy no con 0,1 mMindicando que este componente se com
porta en forma similar a la RII de corazón. Ademásse observó una
actividad marginal de fosfotransferasa asociada a la capacidad de
unir AMPC.

Se repitió este experimento con la enzima de corazón bo
vino que se eluyó a 10 mMobteniéndose las subunidades regu
rias y catalíticas correspondientes.

II.4. QRQMATQGBAEIAEHSEEHADEXM-’

Otro método empleado para lograr la disociación e
quinasa del parásito fue la cromatografía mixta en Sephadex G-25
CM-Sephadex C-50. Se sembró el S.A. obtenido de la DEAE-celulosa
en una columna de doble capa de Sephadex G25-CM50equilibrada con
0,1 mMAMPcque, previos lavados con el mismo tampón, se eluyó
aumentando la fuerza iónica del eluyente, en ausencia de AMPc.
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Figura III-11: Cromatografía de afinidad AMPc-agarosa. La PKII de
T cruzi proveniente de la DEAE-celulosa se cromatografió en una
columna de afinidad AMPc-agarosa que se eluyó de acuerdo al pro
tocolo descripto en Materiales y Métodos. Las flechas indican los
distintos eluyentes utilizados.
(ou-o ) actividad de quinasa de proteinas determinada en ausencia
de AMPC; (A-—A) capacidad de unir AMPc; (----u) D.O. a 280 nm.
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A las fracciones eluidas y previamente dializadas, se
determinó actividad de fosfotransferasa, en presencia o no de
1 pM AMPCy capacidad de unir el nucleótido marcado como se des
cribió en Materiales y Métodos. En la Figura III-12A se observa
que la subunidad regulatoria disociada percoló, sin embargo se
detectó una actividad residual de fosfotransferasa, estimulable
por AMPc,que coeluyó con esta putativa subunidad regulatoria. La
subunidad catalitica quedó retenida dada su afinidad por la CM50
y se eluyó posteriormente al aumentar la fuerza iónica del elu
yente. Su actividad de fosfotransferasa no se modificó por el a
gregado de AMPc.

Del mismo modo, se disoció la holoenzima de corazón ob
teniéndose las subunidades regulatorias y cataliticas bien dife
renciadas (Figura II-12B).

III. ENSAYOS DE RECONSTITUCION DE LA HOLOENZIHA A PARTIR DE

LAS SUBUNIDADES "C" Y "R" CORRESPONDIENTES

Todos los métodos detallados hasta el momento,permitie
ron una disociación parcial, en mayor o menor grado, de la quina
sa del parásito en sus subunidades constituyentes, "C" y "R".

Las subunidades cataliticas y regulatorias de una qui
nasa dependiente de AMPcse pueden identificar por su capacidad
de reasociarse formando la holoenzima correspondiente. A1 reaso
ciarse, la subunidad regulatoria inhibe la actividad fosfotrans
ferasa de la subunidad catalitica y esta inhibición se revierte
por el agregado de AMPc.
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Figura III-12: Cromatografía mixta en Sephadex G-25-CMSephadex
0-50. Perfil de elución de las actividades de quinasa de proteí
nas y de unión a AMPcde T. cruzi (A) y corazón bovino (B).
Las preparaciones enzimáticas provenientes de respectivas colum
nas de DEAE-celulosa se sembraron en la columna mixta que se elu
yó de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. a, tampón
de equilibro; b, tampóneluyente.
Los ensayos se realizaron con ( o... ) o sin ( O-—O) 10-6 M AMPc;
( A-A ) capacidad de unir AMPc.Las condiciones de los ensayos se
describen en Materiales y Métodos.
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III.1- BEQQHELLTLLQIQEDE LA HQLQEHZIMADE Trypanosoma CI‘u-Zi

Una mezcla con cantidades equimoleculares de los compo
nentes "cataliticos" y "regulatorios" de la PKII del parásito se

incubó en presencia o no de AQPC,para determinar si se podía re
constituir la holoenzimaa partir de ellos.

En la Tabla III-3 (exp. 1) se observa que al reasociarse
los componentes originales, obtenidos por cromatografía en "AMPc
agarosa", la actividad de la subunidad catalitica se redujo al
25%. El 95% de la actividad se recuperó al añadirse 10-6 M AMPc.
Comocontrol se incubó la subunidad catalitica libre en presencia
de AMPc,no modificándose la actividad de la misma.

En el gráfico de barras (Figura III-13), se observa que
la subunidad catalitica, obtenida de un Sephacryl Saoo (Figur'
III-9A), se pudo reasociar con una subunidad regulatoria homólo
ga. Al reconstituirse, se inhibió el 80%de la actividad catali
tica. Esta inhibición se revirtió con AMPc;sin embargo, con con
centraciones de AMPCmenores que 10-6 Mno se recuperó el 100% de
la actividad.

Se puede concluir que los componentes "cataliticos" y
"regulatorios" de la PKII del parásito eran auténticos y pueden
reconstituir la holoenzima homóloga.III.2.WMMWW

Se reconstituyó una "holoenzima" heteróloga con subuni
dades provenientes de la PKII de Trypanosoma cruzi y de la enzima
de corazón.

La subunidad catalitica de T. cruzi obtenida de un Se
phacryl Saoo (Figura III-9A), se incubó con la subunidad regula
toria de corazón purificada en una "AMPc-agarosa".
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TABLAIII-3. Reconstitución de la “holoenzima” a partir de los
componentes “cataliticos” y "regulatorios" de Trypanosomacruai y
corazón bovino:

Actividad de qui
nasa de proteinas

Experi- (nmol/min/mg prot)
mento Origen Componente -AMPc +AMPc

1. TTypanosomacrusi "catalitico”a 0,403 0,405

Trypanosomacrusi "catalitico"a
más 0,105 0,387

Trypanosomacrusj "regulatorio"a

2. TTypanusomacrusi "catalitico“b 1,000 0,900

Trypenosomacrusi “catalítico”b
más 0,410 1,250

Corazón bovino "regulatorio“a

3. Corazón bovino “catalitico"a 18,200 21,030

Corazón bovino "catalitico"a
más 9,330 21,300

Trypanosomacrusi “regulatorio”

4. Corazón bovino "catalitico"a 23,400 23,000

Corazón bovino "catalítico"a
más 3,600 20,500

Corazón bovino "regulatorio"a

a. Purificado por cromatografía de afinidad en "AMPc-agarosa“
b. Purificado por cromatografía en Sephacryl Saoo (Figura 9A).
Las mezclas incluyendo las distintas fracciones proteicas, 1 mg/
ml BSAy todos los componentes del ensayo de quinasa (con kempti
do como aceptor de fosfatos), exceptuando el 832P—ATP,se prein
cubaron a 0°C durante 20 minutos. Las reacciones se iniciaron por
la adición de 832P—ATP.
Otras condiciones están descriptas en Materiales y Métodos.
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Figura III-13: Experimentode reconstitución a partir de las sub
unidades disociadas de la quinasa de proteínas de T. crusi.
C: componentecatalítico (8 pg/ensayo) purificado de un Sephacryl
8300 0,5 MNaCl (Figura III-9A).
R: componente regulatorio purificado por AMPc-agarosa(actividad
especifica: 98 pmoles unidos/mg proteína).
Alícuotas de las subunidades C y R se preincubaron 20 min a 0°C
en presencia de 100 ug BSAy todos los componentes de la mezcla
de reacción a excepción del X32P—ATP.La incubación (10 min a
30°C) se inició con el agregado del sustrato radioactivo. Se uti
lizó kemptido comosustrato fosforilable. Otras condiciones estan
descriptas en Materiales y Métodos.
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Comose detalla en la Tabla III-3 (exp. 2), en presencia
de la RII de corazón se inhibió el 60%de la actividad catalítica
que se recuperó por el agregado de AMPc.

En el experimento inverso (Tabla III-3, exp. 3), la sub
unidad catalítica de corazón se inhibió un 50%al reasociarse con
la subunidad regulatoria del parásito. La inhibición se revirtió
por AMPC.En este experimento se observa un 15% de activación de
la subunidad catalítica en presencia de AMPCque puede deberse a
una contaminación marginal. Es importante destacar que a tiempos
largos de incubación (16') se logró una mejor reasociación de las
subunidades heterólogas.

III.3.WMMWMW
Se reaiizó un experimento control con las subunidades de

la quinasa de corazón bovino. Comose observa en el experimento 4
de la Tabla III-3, la subunidad catalítica se inhibió hasta 6,5
veces por la subunidad regulatoria homóloga y recuperó el 100%de

1su actividad en presencia de AMPc. Con ello, comprobamos que L'
subunidades de corazón con que hemos trabajado eran adecuadas.

IV. CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD REGULATORIA DE Trypanoso

ma cnnü

Los resultados obtenidos, es decir: elución a 0.32 M
NaCl de la cromatografía en DEAE-celulosa, la alta concentración
de AMPcrequerida para eluir la enzima de la AMPc-agarosa y la
fosforilación detectada en ausencia de sustratos protéicos exóge
nos, indicaban que la subunidad regulatoria de la PKII de T. cru
zi era semejante a la RII de corazón.
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IV.1. AUIQEQSEQBILAQIQN

Una de las caracteristicas de la subunidad RII de cora
zón es la capacidad de autofosforilarse. En la Figura III-14 se
muestra un experimento de fosforilación realizado con la PKII de
T. cruzi obtenida de la DEAE-celulosa (Figura III-1) y del Sepha
cryl Saoo (Figura III-8A). Dichas enzimas se incubaron con 332P
ATPy MgClzen ausencia de sustrato proteico y se analizaron e
lectroforéticamente en geles disociantes. En la autorradiografía
correspondiente (carriles B y C) se observa una única banda mar
cada de 56Kd. Comocontrol positivo se utilizó la enzima de cora
zón y se obtuvo el mismo resultado (carril A). Dado que la banda
fosforilada de T. cruzi coincide con el tamaño de la subunidad
regulatoria de la quinasa de proteínas dependiente de AMPctipo
II, se puede concluir que la enzima del parásito también se auto
fosforila.

IV.2- WM (DOTBLOT)

La enzima del parásito se caracterizó empleando anti
cuerpos policlonales específicos para las subunidades RI y RII de
las quinasas dependientes de AMPcde mamíferos. Se tomaron ali
cuotas de distintas preparaciones de la “holoenzima” yr de le<
subunidades parcialmente purificadas del parásito que se sembra
ron en nitrocelulosa. Se utilizó la holoenzima de corazón bovino
como control positivo de la quinasa tipo II y la enzima de Néu
rospora crassa como control del tipo I (Figura III-15, n° 1 y 2
respectivamente). Las tiras de nitrocelulosa se incubaron con los
antisueros correspondientes y se hizo un control negativo con
suero preinmune de conejo. Se los reveló con el kit de VECTASTAIN
por una reacción de biotina-avidina.
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Figura III-14: Autofosforilación de las enzimas de T. cruzi y de
cerebro bovino.
A: Quinasa de corazón bovino (holoenzima) purificada por Sepha
cryl 5300 en condiciones no disociantes (21 ug proteina).
B y C: PKII de T. cruzi obtenida de la DEAE-celulosa y del Sepha
cryl Saoo (216 y 115 ug proteína) respectivamente.
Las muestras se incubaron 2 mín con 10 uM 332P—ATP(1000 cpm/
pmol) y 2,5 mMMgClz. Las condiciones del ensayo están descriptas
en Materiales y Métodos.
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En 1a Figura III-15, n° 3 a 7, se observa que la enzima
del parásito fue reconocida especificamente por el anticuerpo an
ti RII (A), aunque también se detectó una leve señal con el anti
suero contra RI (B). El componentecatalítico proveniente del Se
phacryl Saoo (Figura III-9A) no reaccionó con ninguno de los an
tisueros, confirmándose su identidad comosubunidad libre (Figura
III-15, n° 4). El control con suero preinmune de conejo dio nega
tivo indicando que el reconocimiento fue específico.IV.3.WAWEWM

situ. (Western-blot)

Para confirmar el resultado anterior se realizó un Nést
ern blot.

La enzima obtenida de la DEAE-celulosa fue sometida a e
lectroforesis en condiciones disociantes y se transfirió a nitro
celulosa, como se indicó en Materiales y Métodos.

Paralelamente se hizo un control con la enzima de cora
zón bovino proveniente de un Sephacryl Ssoo. Las tiras de nitro
celulosa se preincubaron con el suero policlonal anti RII y con
el suero preinmune de conejo, y se revelaron con el kit de VF
TASTAIN.Se confirmó la transferencia revelando las proteinas
(Figura III-16, carriles D, E y F).

Como se observa en la Figura III-16, la enzima de 72
cruzi no reaccionó con el suero preinmune de conejo (carril A);
en cambio, con el suero anti RII se obtuvo una única banda de
56 Kd, tanto en el carril correspondiente a la enzima de T. crusi
(carril C) comoen el control de corazón (carril B).
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Figura III-15: Ensayo de inmunodetección de quinasas (Dot blot).
Alícuotas de 1 pl (1 pg de proteina) de diferentes preparaciones
enzimáticas de T. cruzi (n° 3 a 7) y de los respectivos controles
(n° 1 y 2) se sembraron en papel de nitrocelulosa. Los n° corres
ponden a: 1, RII de corazón bovino obtenida de la AMPc—agarosa;
2, PKI de N. crassa obtenida de una DEAE-celulosa; 3, holoenzima
de T. cruzi obtenida de Sephacryl 8300 (Figura III-8A); 4, subu
nidad catalítica obtenida de Sephacryl 8300 (Figura III-9A); 5,
holoenzima obtenida de Sephacryl 8300 (Figura III-9A); 6 y 7,
PKII de T. cruzi obtenidas de la DEAE-celulosa.

Las tiras se incubaron con antisueros policlonales contra las
subunidades RI (B) y RII (A) de la quinasa dependiente de AMPCy
contra un suero preinmune de conejo (C). Otras condiciones están
descriptas en Materiales y Métodos.
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Figura III-16: Transferencia a nitrocelulosa e inmunoprecipita
ción in situ con el antisuero policlonal anti-RII. Se utilizaron
las mismaspreparaciones enzimáticas que en el experimento III
14, que fueron sometidas a electroforesis en condiciones diso
ciantes en minigeles.
Carril A: PKII de T. crusí (60 pg) obtenida de la DEAE-celulosa
incubada con suero preinmune (control negativo).
Carriles B y C: preparación de corazón bovino (14 pg) obtenida de
Sephacryl Saoo y PKII de T. cruzi (60 ug) obtenida de DEAE-celu
losa respectivamente, incubadas con el anticuerpo policlonal anti-RII.
Carriles D, E y F: tinción de proteínas con Amido-Schwartz, que
corresponden a las proteínas marcadoras de peso molecular y a las
preparaciones de T. crusi y corazón bovino, respectivamente.
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Estos resultados indican que la PKII de T. cruzi es una
quinasa dependiente de AMPctipo II, cuya subunidad regulatoria
de 56 Kd se autofosforila y es reconocida por anticuerpos contra
la subunidad RII de corazón. El reconocimiento de ciertos deter
minantes antigénicos por el antisuero de mamíferos no indica que
la subunidad regulatoria de la PKII del parásito sea idéntica a
la subunidad RII de corazón, ya que ambas subunidades difieren en
su afinidad por los análogos del AMPCy en la eficiencia de la u
nión al nucleótido.

DISCUSION

El AMPcíclico regula una gran variedad de procesos er
células animales y en microorganismos. En eucariotes, el sistema
de control del AMPcse ha conservado a lo largo de la escala evo
lutiva. Esta conservación sugiere que la función regulatoria del
AMPCtambién se ha conservado. Ciertas características del siste
ma se han mantenido: la adenilato ciclasa, la quinasa de prote
nas dependiente de AMPcíclico y el control de los niveles endó
genos del nucleótido. Una de las áreas de mayor similitud y con
servación, ha sido la quinasa de proteínas dependiente de AMPc,
proteina receptora del nucléotido, que está presente en todos los
eucariotes superiores y en la mayoria de los inferiores (245).

Ya en 1974, Takai y colaboradores (246) demostraron que
la subunidad catalitica de la quinasa dependiente de AMPcde le
vadura tenía la misma especificidad de sustrato que la enzima de
mamíferos. Posteriormente, diversos autores observaron que las
subunidades regulatorias de dicha quinasa de Sacharomyces cere
Visiae (247,248,249,250,251), Néurospora crassa (231,241,252),
Macor' rouxii (242,243), Blastocladiella emersonii (253,254) y
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Dictyostelium discoideum (255,256,257,258) poseen caracteristicas
y comportamientos similares a los de dichas subunidades de euca
riotes superiores y son capaces de reconstituir una quinasa hete
róloga con la subunidad catalítica de mamíferos. Se han descripto
dos tipos de receptores del AMPcen D. discoideum: la subunidad
regulatoria de la quinasa dependiente del nucleótido (receptor
intracelular) y un receptor localizado en la superficie celular
que no está asociado con una actividad de fosfotransferasa (259).
Ambosreceptores se pueden distinguir por su distinta afinida
por los análogos del AMPc.Durante el crecimiento vegetativo D.
discoideum se desarrolla individualmente como una ameba, pero en
condiciones de ayuno se agrega formando un organismo multicelu
lar. La agregación es mediada por AMPcque actúa via el receptor
del nucleótido presente en la superficie celular. Se ha sugerido
que la expresión de muchos genes tempranos de D. discoideum está
regulada por este receptor (260).

A su vez, Woffendin y colaboradores (261) observaron La
traslocación reversible al núcleo de las subunidadescataliticas
y regulatorias de la quinasa dependiente de AMPcdurante el desa
rrollo. Luegode la disociación decaen los niveles de quinasa de
pendiente de AMPcen el núcleo y disminuyen ciertas especies de
ARNm;al agregar AMPCa las células disociadas se recuperan lc
niveles anteriores. Se ha aislado un factor morfogenético, DIF
(inductor de la diferenciación) que regula la formación de espo
ras aparentemente por una modificación del pH intracelular (262).
Gunzburg y colaboradores (263) han observado que la actividad de
la quinasa dependiente del nucleótido se modifica por cambios de
pH y sugieren que los efectos del pH y del AMPcen la expresión
génica durante la diferenciación terminal son mediados por la re
gulación de la actividad de dicha enzima.
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En el protozoario ciliado Tétrahymena pyrifbrmis (264)
se ha descripto una proteína con capacidad de unir AMPcque coe
luye de una DEAE-celulosa en un solo pico, junto con una activi
dad de quinasa de proteinas. Los autores observaron un aumento de
esta proteina en las fracciones ciliares, mitocondriales y micro
somales, durante la transición de la fase exponencial a la esta
cionaria. En presencia de AMPcse duplicó la actividad de quinasa
presente en estas fracciones. Los autores postulan que la distri
bución subcelular de estas proteínas puede deberse a que están
implicadas en la regulación de los niveles intracelulares de
AMPC.

En los Trypanosomas, se han decripto quinasas indepen
dientes de nucleótidos cíclicos y proteínas con capacidad de unir
AMPcque, aparentemente, no regulan una actividad fosfotransfers
sa. En T. gambiense (52,53,118) se han detectado tres formas de
quinasas de proteínas que difieren en su afinidad por los sustra
tos fosforilables. Unade estas formas, PKII, se regula positiva
mente por nucleósidos y otra, PKI, se inhibe en presencia de le
droga antitripanocida suramina. En T. brucei también se hallaron
estas formas de quinasas y los autores (50) proponen que la qui
nasa sensible a suramina está asociada a la membranay que la mo
dulable por nucleósidos es soluble. En T. crusi Rangel-Aldao y
colaboradores (55,119) encontraron dos quinasas no reguladas po.
AMPcy una proteina receptora del nucleótido no asociada con ac
tividad fosfotransferasa y con características diferentes a las
de las subunidades regulatorias de las quinasas dependientes de
AMPcde eucariotes superiores.

Se ha postulado que el AMPcregula la diferenciación en
los Trypanosomas. La forma no proliferativa de T. lewisi (59a) y
la forma trypomastigote de T. crusi (60) tienen muyelevados los
niveles intracelulares del nucleótido cíclico respecto de las
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formas proliferativas. Hasta el momentono se habia descripto una
quinasa de proteinas dependiente de AMPcen Trypanosomas, por lo
que los autores sugieren que los efectos del nucleótido son me
diados por la proteína con capacidad de unirlo.

Los resultados presentados en esta Tesis, indican la e
xistencia de dicha enzima en Trypanosomacruzi. Se ha purificado
una actividad de fosfotransferasa con capacidad de unir AMPci
clico que se modula positivamente por dicho nucleótido. Se puede
considerar que esta actividad enzimática es una quinasa de prote»
ínas dependiente de AMPcíclico, de acuerdo a los siguientes cri
terios:

1) La enzima se activa específicamente por concentraciones na
nomolares de AMPcíclico.

2) La especificidad de sustratos fosforilables de PKII es ca
racteristica de una quinasa dependiente de AMPcíclico.

3) Las preparaciones de PKII unen en forma específica AMPc.
4) Se pueden obtener componentes cataliticos y regulatorios a

partir de la enzima.
5) El componente regulatorio de TTypanosomacruai inhibe la ac

tividad fosfotransferasa de las subunidades cataliticas de
T. cruzi y de corazón y esta inhibición se revierte por ci
agregado de AMPc.A su vez, la subunidad regulatoria de co
razón inhibe la actividad del componente catalitico de T.
cruzi y dicha inhibición también se revierte por AMPcícli
co.

6) Anticuerpos policlonales contra la subunidad regulatoria de
corazón bovino, RII, reconocen un polipéptido de 56 Kd en
las preparaciones de PKII de JTypanosoma cruzi. Este peso
molecular es idéntico al de la subunidad regulatoria de co
razón.
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7) La quinasa de Trypanosoma cruai (PKII) es capaz de autofos
forilar su propia subunidad regulatoria comoes caracteris
tico de las quinasas dependientes de AMPctipo II.

Por todo lo señalado anteriormente, la PKII del parásito
puede considerarse una quinasa dependiente de AMPctipo II. La
enzimaestá compuestapor subunidades regulatorias y cataliticas,
la primera de las cuales es similar a la RII de corazón, tiene un
peso molecular de 56 K y se autofosforila.

La subunidad catalítica de Trypanosomacruzi es aparen
temente más pequeña que dicha subunidad en eucariotes superiores
(a: 2,2 nm para el componente catalitica de T. crusi). Se obtuvo
un polipéptido de 30 K en geles disociantes que podría correspon
der a esta subunidad del parásito. Sin embargo, se deben realiza:
más estudios para confirmarlo.

No se puede concluir por los datos presentados, cuál es
la estructura polimérica de la enzima. Resultados preliminares
obtenidos en gradientes de sacarosa, indican que la enzima posee
una estructura tetramérica, comoes característico de este tipo
de quinasas. Se obtuvo un peso molecular aparente de 200 K para
la “holoenzima” y de 104 K para 1a subunidad regulatoria, lo que
sugiere una estructura dimérica para el componente regulatorio
del parásito. Son necesarios más experimentos para confirmar es
tos resultados.

Otros autores (99) han secuenciado la subunidad regula
toria de Lúctyosteljum discoideum y la han comparado con las co
rrespondientes secuencias de las subunidades RI y RII de eucario
tes superiores (88,89). Dicha subunidad tiene un peso molecular
de 41 K y no es reconocida por anticuerpos contra las subunidades
regulatorias de mamíferos (265). Dada la temprana divergencia de
D. discoideum del tronco de los eucariotes, esta comparación pue
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de adelantar alguna evidencia sobre la evolución de la subunidad
regulatoria. La subunidad R de D. discoideum carece de los prime
ros 70 residuos del extremo aminoterminal correspondientes al do
minio de dimerización presente en la R de eucariotes superiores,
probablemente la R de Dictyostelium discoideum sea un monómeroy
su quinasa dependiente de AMPcsea un dímero RC.

La región "bisagra" que corresponde a la zona donde in
teractúa la subunidad catalítica con RI, RII y con el inhibidor
termoestable, está conservada en Dictyostelium, lo que permite le
reconstitución de una quinasa con subunidades heterólogas. La ma
yor homología ocurre en el extremo carboxiterminal, donde están
los sitios de unión al AMPcíclico.

Los autores proponen que la presencia de dos dominios de
unión a AMPcíclico en Dictyostelium discoideum indicaría que
duplicación del gen a partir de un putativo "gen ancestral” fue
anterior a la adquisición del dominio dimérico. Además,postulan
que la afinidad del dominio ancestral de unión al AMPcera bafa
dado que la proteína CMPde E. coli tiene una afinidad en el ran
go micromolar.

En el modelo propuesto por los autores, un gen ancestral
debió adquirir un dominio de interacción con la subunidad catali
tica y luego, uno de los sitios de unión al AMPcse modificó au
mentando su afinidad por el nucleótido, al rango nanomolar. Más
tarde, el segundo dominio de unión a AMPcmejoró su afinidad, ¿v
que permitió a la actual quinasa de mamíferos una flexibilidad
regulatoria adicional a través de la cooperatividad entre sitios.

Se puede suponer que la enzima de Trypanosoma cruzi ha
dado un paso más en la evolución que la de Dictyostelium discoi
deum, ya que el tamaño de la subunidad regulatoria indicaria que
posee el dominio de dimerización y es reconocida por anticuerpos
policlonales contra las subunidades de eucariotes superiores. A
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simismo, la posibilidad de formar una quinasa heteróloga con sub
unidades provenientes del parásito y de corazón, indicaria que la
región de interacción con la subunidad catalitica está conservada
en la subunidad regulatoria de Trypanosomacrusi.

Dado el importante papel del AMPcen la diferenciación
del parásito, es posible que la quinasa dependiente del nucleóti
do esté implicada en la regulación de la misma. Podría ser que en
T. cruzi se repita el caso de D. díscoideum y que ambos recepto
res para el AMPC,la subunidad regulatoria de la quinasa depen
diente de AMPCy la proteina con capacidad de unirlo descripta
por otros autores (55), regulen distintos eventos involucrados en
la diferenciación del parásito.



Resultados y Discusión

V. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA FOSFODIESTERASA DE

AMPC Y DE LA CALMODULINA DE 71 CRUZ]

Se determinó la actividad de PDE de AMPCy la presencia
de calmodulina en los extractos citosólicos y en la fracción par
ticulada (sedimento de 105000xg) de epimastigotes de T. crusi. La
actividad de PDEse localizó mayormente en el 8100 (80%) al igual
que la calmodulina (70%). En la fracción particulada están pre
sentes ambas actividades, pudiendo variar la proporción de las
mismassegún el cultivo utilizado.

A fin de purificar las actividades de fosfodiesterasa y
calmodulina presentes en el extracto crudo, se sembró el 8100 en
una DEAE-celulosa que se eluyó con un gradiente salino.

V.1. EEBEILDEELMIQHDELADEAHELLLLÁEA

En la Figura III-17 se observa el perfil de elución d:
la actividad de fosfodiesterasa de AMPcíclico de una DEAE-celu
losa. La fosfodiesterasa (1 pMsustrato) se resolvió en un único
pico que eluyó a 0,23 M NaCl. Cuando se usó 1 HM [3H]-GMPc como
sustrato el perfil de elución fue el mismoque con AMPc.La acti
vidad de PDEdeterminada a altas concentraciones de AMPC(200 HM)
fue muy baja. Estos resultados indican que la forma predomina:
es la enzima de alta afinidad hacia el sustrato. Las fracciones
correspondientes se agruparon para proceder a su ulterior carac
terización y purificación.

Para detectar calmodulina, se incubaron las alicuotas
calentadas de cada fracción de la DEAE-celulosacon la fosfodies
terasa de cerebro bovino en presencia de 50 HMCa2+ y 200 HMde
[3H]—AMPccomo sustrato. El aumento de la actividad basal de la
enzima de cerebro, indicó presencia del activador, que eluyó en
um amplio pico con un máximo entre 0,35 y 0,4 M NaCl.
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Figura III-17: Cromatografía en DEAE-celulosa del Sloo de T. cru
31
Se determinó la actividad de PDE con 1 ¡4M[3H]—AMPc(0-. ) o
1 pM [3H]—GMPC (A-—A ).
(o-—o ) determinación de CaM a 200 uM [3H]-AMPc con PDE de cere
bro bovino (0,04 mg/ml), 50 HMCaC12 y 1 mg/ml BSA.
( mn-") proteinas determinadas por Lowry
Otras condiciones están descriptas en Materiales y Métodos.
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Las fracciones de la DEAE-celulosacorrespondientes a la
calmodulina, se calentaron a 100°C y se centrifugaron. El sobre
nadante obtenido se dializó durante 15 horas y se liofilizó. El
material sólido se resuspendió en 1,5 ml de 25 mMTris-HCl pH 7,4
con 0,1 MNaCl, con lo cual la muestra se concentró hasta 30 ve
ces.

El perfil proteico se determinó por el método de Lowry.
Comose observa, la mayor concentración proteica coeluyó junto a
la actividad de fosfodiesterasa.

VI. CARACTERIZACIONDE LA FOSFODIESTERASA DE Trypanosoma cruzi

VI.1.WMQNW
En la Figura III-18 se observa la actividad de la PDEde

T. cruzi, obtenida de la DEAE-celulosa, en función del tiempo. La
calmodulina de cerebro bovino estimuló varias veces la actividad
enzimática y esta activación se bloqueó con EGTA.El efecto de la
calmodulina fue más notorio a tiempos cortos.

Luego se ensayó la fosfodiesterasa de Trypanosomacruzi,
con concentraciones crecientes de calmodulina de diversos oríge
nes, en presencia de 25 pM Ca2+. Como se observa en la Figura
III-19, la enzima se activó hasta 12 veces en presencia de la
calmodulina homóloga, y entre 7 y 10 veces con las calmodulinas
de Neurospora y' cerebro bovino, respectivamente; mostrando una
dependencia absoluta por el activador, cualquiera sea la proce
dencia de éste. El 50%de la activación de la enzima se logró a
muybajas concentraciones de calmodulina (0,3 pg/ml).
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Figura III-18: Cinética de la actividad de PDEde T. cruzí en
presencia o ausencia de calmodulina.
La mezcla de reacción contuvo: PDEde T. cruzi obtenida de una
DEAE-celulosa (18 pg/ensayo), 1 pM [3H]—AMPC,25 pM Ca2+, 1 mg/ml
BSAy los siguientes agregados: (cr-O ) sin adiciones; (EL-D )
con CaMde cerebro bovino (1,5 pg/ml); ( A-us ) con CaMcerebro
bovino y 0,7 mMEGTA.
Otras condiciones están descriptas en Materiales y Métodos.
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Figura III-19: Activación de la PDEde T. cruzi por calmodulina
homóloga y heterólogas.
La PDEde T. crusi obtenida de una DEAE-celulosa (18 pg/ensayo)
se incubó con 1 pM [3H]-AMPc, 25 pM Ca2+, 1 mg/ml BSA y concen
traciones crecientes de CaMde N. crassa (O-—O), cerebro bovino(I-I) o K cnwi( 0-0).
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V1.2. EEEQIQDELQQZMEQIAIDBQGAEBLDÁW qDELCZA1.¿M_QJI.'LL_I.¡.T.1
NA SQBBE LA EQSEQDIESIERASA DE TRYPANOSOMA CRUZI

En la Tabla III-4, se detalla el efecto del Ca3+, del
EGTA(agente quelante del Ca2+) y de drogas que bloquean la cal
modulina, sobre la fosfodiesterasa del parásito, en presencia o
no del activador homólogo.

El Ca2+ por sí solo, estimuló levemente la enzima (20%).
Cuando se agregó calmodulina al medio de incubación, se observó
activación; sin embargo, en ausencia de Ca2+, sólo se duplicó la
actividad enzimática. La activación observada, en ausencia de
Ca2+, se debió a una contaminación de la preparación enzimática
con el catión.

El agregado de EGTArevirtió el 70% de la activación
producida por la calmodulina, sin modificar la actividad basal de
la enzima. Se ensayó el efecto de clorpromazina y flufenazina,
drogas derivadas de la fenotiazina, sobre la enzima en presencia
o no de calmodulina. Estas drogas no modificaron la actividad ba
sal de la fosfodiesterasa, pero inhibieron (50 a 66%)la activa
ción de la misma. Se conoce que las drogas fenotiazinicas poseen
gran afinidad por la calmodulina y compiten por ésta con la enzi
ma. Lo mismo ocurrió con el compuesto 48/80. El 50%de la inhibi
ción producida por la flufenazina, se logró con 40 pMde la droga
(datos no mostrados), concentración un poco más elevada que la
señalada en la literatura para la enzima de cerebro (266).

La inhibición de la activación enzimática producida por
estas drogas sirve para caracterizar enzimas especificamente re
guladas por calmodulina.
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EGTAy drogas bloqueantes de Ca2+
calmodulina sobre la actividad de la fosfodiesterasa de TTypano
soma cruzi.

Actividad de fosfodiesterasa
pmol/min (i SD)

Adiciones
sin calmodulina con calmodulina

sin 0,19t0,006 0,4010,098

25ng CaClz 0,24i0,042 1,7110,071

25pM CaClz+
0,7mMEGTA 0,22i0,086 0,56i0,032

25pM CaClz+
0,1mMclorpromazina 0,2010,077 0,91i0,070

25pM CaClz+
0,1mMflufenazina 0,20i0,035 O,57i0,048

25pM CaC12+
50ug/ml compuesto 48/80 0,23t0,049 0,63i0,139

La mezcla de reacción conteniendo 0,018 mgde fosfodiestera
sa y 1 HM [3H]—AMPcíclico,
1 pg/ml de calmodulina de ÏTypanosoma crusi.
ensayo están descriptas en Materiales y Métodos.
son el promedio de tres experimentos iS.D.

se incubó en presencia o ausencia de
Las condiciones del

Estos valores
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V1.3. CHRXADECQNQEWDEQA“

La fosfodiesterasa de Trypanosoma cruel se incubó con
concentraciones crecientes de Ca2+ en presencia o no de calmodu
lina. La concentración de Ca2+ libre se calculó de acuerdo a
Bartfai (267). Comose observa en la Figura III-20, se requieren
concentraciones micromolares del catión para lograr el 50%de la
estimulación máxima. En ausencia de calmodulina el Ca2+ no modi
ficó la actividad enzimática, pero en presencia de una concentra
ción constante del activador, no hubo activación sin el catión,
lo cual confirma que es el complejo Ca2+-ca1modulina y no única
mente la calmodulina, el verdadero activador de la fosfodiestera
sa.

V1.4.WWMMWA
La enzima se incubó a distintas concentraciones de sus

trato, AMPc, en ausencia o .presencia de calmodulina homóloga
(concentración saturante) o heteróloga de cerebro bovino (concen
tración subsaturante) y 25 pMCa2+.

En el gráfico de Lineweaver-Burke (Figura III-21), se
observa una cinética bifásica que indica una compleja dependencia
por el sustrato, comoes característico de otras fosfodiesterasas
de nucleótidos ciclicos. La enzima posee por lo menos dos compo
nentes cinéticos diferentes: uno de alta afinidad (Km=2,5HM)y
otro de baja afinidad (sz1oo HM). Ambascalmodulinas aumentaron
la velocidad máximade cada componente sin modificar la afinidad
de la enzima por su sustrato. Se observa asimismo, que la estimu
lación de la enzima ocurrió) a concentraciones micromolares de
sustrato.
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Figura III-20: Actividad de la PDEde T. crusi en función de la
concentración de Ca2+en presencia (O-O ) o ausencia (cr-o ) de
CaMde T. crusi (1 pg/ml).
La mezcla de reacción contuvo: PDEde T. crusi obtenida de una
DEAE-celulosa (18 pg/ensayo), concentraciones variables de Ca2+ y
100 HMEGTA.Las concentraciones de Ca2+ libre se calcularon de
acuerdo a Bartfai (267).
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Figura III-21: Gráfico de Lineweaver-Burke. Actividad de la PDE
de T. cruzi (18 pg proteína) en función de la concentración del
sustrato AMPc,en ausencia (O-—O) o presencia de calmodulina de
cerebro (0,5 pg/ml) ( I—-I ) o de T. crusi (1,4 ug/ml) ( A-A ).
Los ensayos se realizaron con 25 uM Ca2+ y 1 mg/ml BSA. Otras
condiciones se describen en Materiales y Métodos.
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VII. COLUMNADE AFINIDAD CALMODULINA-SEPHAROSA

La PDEde T. crusj se caracterizó por activarse por cal
modulina en presencia de Ca2+ y este efecto se revirtió por EGTA.
Dadas estas características se quiso estudiar si la enzima era
capaz de interaccionar con calmodulina unida a una matriz sólida.
Para ello se acopló calmodulina de cerebro bovino a Sepharosa ac
tivada.

La enzima obtenida de la DEAE-celulosa, previa diálisis,
se sembró lentamente en la cromatografía de afinidad en presencia
de Ca2+. Comose observa en la Figura III-22 la enzima retenida
en la columna se eluyó con 2 mM EGTA. Al añadir 0,3 M NaCl al
tampón de elución se obtuvo un segundo pico con actividad de fos
fodiesterasa. Para determinar si los picos de PDEeluidos de la
calmodulina-Sepharosa eran dependientes de Ca2+-calmodulina, se
ensayó su actividad en presencia o no del activador. Comose ob
serva en la Tabla III-5, ambas enzimas se activaron por Ca2+—cal—
modulina al igual que la enzima proveniente de la DEAE-celulosa y
el EGTAbloqueó esta activación sin modificar la actividad basal
de las mismas. La actividad de PDEen el 8100 no varió por el a
gregado de calmodulina exógena porque el activador ya estaba pre
sente en el extracto crudo. La actividad especifica de la enzima
aumentó 200 veces respecto a la actividad del 5100, obteniéndose
un rendimiento del 20%; luego de este paso de purificación la en
zima fue muy poco estable.

En las condiciones utilizadas en. esta cromatografía,
percoló una proporción variable de la enzima, pudiendo indicar
que una parte de la actividad de fosfodiesterasa era independien
te de calmodulina. Sin embargo, al sembrar este percolado en una
segunda columna de "calmodulina-Sepharosa", se repitió el mismo
perfil (dato no mostrado), lo cual indicó que la columna no tenía
capacidad suficiente para retener la enzima sembrada.
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Figura III-22: Perfil de elución de la PDEde T. cruzi de una co
lumna de afinidad calmodulina-Sepharosa. Las flechas indican los
eluyentes utilizados.
La actividad enzimática se determinó a 1 pM [3H]-AMPc( 0-0 );
determinación de proteinas (cr-o ). Otras condiciones están des
criptas en Materiales y Métodos.
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TABLAIII-5: Activación de la PDE de AMPCde TTypanosoma cruzi en
diferentes etapas de purificación.

pmoles/min.mg

0,7 mM EGTA
Origen de 1a Sin 25 pM Ca2+ 25 pM Ca2+
PDEutilizada adiciones 1,5 pg/ml CaM 1,5 ug/ml CaM

8100 6 7 nd

DEAE-celulosa 12 139 14

CaM-Sepharosa
pico-I 240 1728 248

CaM-Sepharosa
pico-II 123 1580 120

nd: no determinado
CaM:calmodulina de cerebro bovino obtenida de Biogel P60. El en
sayo se realizó a 1 HM[3H]-AMPcen las condiciones descriptas en
Materiales y Métodos.
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El uso de esta columna permitió purificar la enzima y
confirmar la dependencia de la mismapor el activador.

VIII. CROMATOGRAFIADE AFINIDAD “ANTICUERPO-SEPHAROSA"

Comose describió en Materiales y Métodos con el fin de
caracterizar la fosfodiesterasa de Nburosporacrassa se obtuvie
ron anticuerpos monoclonales contra la misma. Estos anticuerpos
se seleccionaron por su capacidad de inhibir la actividad enzimá
tica. El anticuerpo aislado (IgM) y acoplado a Sepharosa se uti
lizó para purificar a homogeneidad la enzima del hongo (268).

En el ensayo de actividad enzimática, el anticuerpo an
ti-PDE de N. crassa no era capaz de inhibir la actividad de la
enzima de T. crugi. Aún con altas concentraciones de IgM (clon
17) no se modificó la PDE del parásito. Sin embargo, cuando se
sembró la fosfodiesterasa del parásito en la cromatografía de a
finidad “anticuerpo-Sepharosa" antes mencionada, parte de la en
zima quedó retenida en la columna, y se eluyó posteriormente (Fi
gura III-23). Esto podría indicar una similitud entre ambasenzi
mas, ya que las dos son reconocidas por un mismo anticuerpo mono
clonal, que es altamente específico para una PDEde eucariotes
inferiores.

IX. CALHODULINA DEL PARASITO

A partir de las fracciones calentadas obtenidas de la
DEAE-celulosa(Figura III-17) y liofilizadas se purificó el acti
vador del parásito. El material sólido resuspendido se sembró en
una columna de filtración de Biogel P60.
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Figura III-23: Perfil de elución de la PDEde T. crusj de una co
lumna de afinidad anticuerpo-Sepharosa. La actividad enzimática
se determinó a 1 pM [3H]-AMPC ( A-Á ); (O—-O ) D.O. a 280 nm. Las
flechas indican la adición del eluyente utilizado. Otras condi
ciones se describen en Materiales y Métodos.
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IX.1. BEBEILLEELLLQIQNDELEIQGELEQQ

Comose observa en la Figura III-24, la calmodulina elu
yó en un único pico simétrico. No se pudo inferir el peso molecu
lar del activador a partir del Biogel P60, porque la calmodulina,
debido a su bajo punto isoeléctrico, forma agregados moleculares
que migran en filtración por geles con un radio de Stokes anor
malmente alto para una proteína de tan bajo peso molecular (168).

Las fracciones correspondientes al activador, previa
diálisis, se concentraron por liofilización. El material sólido
se resuspendió en agua bidestilada.

IX.2. AQIIXAQIQNDELAEQEEQDIMEBAEADEQEREBBQBLINQV

La enzima de cerebro se incubó con concentraciones cre
cientes de calmodulina de T. cruzi obtenida del Biogel P60 en
presencia de 50 pM Ca2+. En la Figura III-25 se observa que la
calmodulina del parásito activó la fosfodiesterasa de cerebro bo
vino lográndose el 50% de estimulación máxima a 350 ng/ml del
factor. Este valor fue tres veces mayor que el obtenido con la
calmodulina homóloga y puede deberse a diferencias aminoacidicas
entre la calmodulina del parásito y la de cerebro.

X. PURIFICACION DE LA CALHODULINA POR CROMATOGRAFIA DE

AFINIDAD

X.1 QBQMAIQGBAEIA DE AEIHIDAD QARE;5EEHABQSA

Dada la gran afinidad de la calmodulina por drogas deri
vadas de la fenotiazina, se utilizó esta caracteristica para pu
rificar a homogeneidadel activador.
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Figura III-24: Filtración en Biogel P60 del extracto de calmodu
lina proveniente de una DEAE-celulosa.
La presencia de calmodulina ( o-o ) se determinó en alícuotas de
las fracciones eluídas. El ensayo se realizó a 200 pM [3H]—AMPC
con la PDE de cerebro bovino (0,04 mg/ml), 50 HMCa2+ y 1 mg/ml
BSA. (-----) D.O. a 280 nm. Otras condiciones se describen en Ma
teriales y Métodos.
El Vo y Vt de la columna se determinaron con azul de dextrano y
CoClz, respectivamente.
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Figura III-25: Activación de la PDEde cerebro bovino por la cal
modulina homóloga (cr-o ) y la heteróloga de T. cruai (O-—O).
La PDE de cerebro bovino (4 pg/ensayo) se determinó a 200 pM
[3H]—AMPCen presencia de 50 pM Ca2+, 5 mMMgClz, 1 mg/ml BSA y
las concentraciones de CaMindicadas. Otras condiciones están
descriptas en Materiales y Métodos.
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Se efeczuó una cromatografía de afinidad en 10(3-amino
propil)fenotiazina-Sepharosa. La calmodulina, obtenida del Biogel
P60, se sembró lentamente, en presencia de Ca2+ y previos lavados
hasta D.O. a 280 nm nula, se eluyó con EGTA(Figura III-26). Se
obtuvo un único pico, que luego de concentrarse, se sembró en un
gel de poliacrilamida-SDS al 15%. En la Figura III-27 se observa
la corrida electroforética de las calmodulinas de T. cruzi (ca
rril B) y de cerebro bovino (carril A) teñidas con Coomasie Blue.
La calmodulina del parásito mostró una única banda con un peso
molecular aparente de 16 K. El activador de cerebro, purificado
de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos mostró una ban
da de 18,5 K que es característica de esta calmodulina.

El peso molecular (16 K) obtenido, es el mismo que el
descripto para las calmodulinas de Trypanosomas africanos y la
diferencia de 2,5 K respecto del activador de cerebro no implica
necesariamente que la proteina de T. crusi sea más pequeña. Ambos
activadores, de cerebro y de Trypanosomas africanos, están com
puestos por 148 aminoácidos y las diferencias en el punto isoe
léctrico y una estructura secundaria más compacta de la calmodu
lina de los parásitos son las responsables de la migración dife
rencial en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes
(197). En electroforesis no desnaturalizante, las calmodulinas de
cerebro y de Trypanosomasafricanos migraron igual.

Puede ser que la calmodulina de T. cruzi sea semejante a
la de los Trypanosomasafricanos, sin embargo para confirmarlo es
necesario tener previamente la secuencia aminoacidica de la pro
teína.

177



Resultados y Discusión

2' ÏWW” CAPP-Sephoroso 48(20x12cm)H
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Figura III-26: Cromatografía de afinidad CAPP-Sepharosa.
Las fracciones con actividad de calmodulina eluidas del Biogel
P60 se sembraron en presencia de Ca2+ en la columna de afinidad.
La columna se eluyó con 10mMEGTA.El pico de proteinas se deter
minó por D.O. a 280 nm. Otras condiciones están descriptas en Ma
teriales y Métodos.
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Figura III-27a: Electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS, teñidos con Coomasie Blue, de la calmodulina de cerebro bo
vino (A) y de T. cruai (B).
Las proteínas marcadores de peso molecular fueron: fosforilasa b,
BSA,ovoalbúmina, anhidrasa carbónica, inhibidor de tripsina de
soja y a-lactalbumina. Otras condiciones están descriptas en Ma
teriales y Métodos.
(b) Curva de calibración de las proteínas marcadoras indicadas,
( A) CaMde cerebro bovino, ( I) CaMde T. cruzi.
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Alternativamente se utilizó esta columnapara purificar

la calmodulina del parásito. El activador, retenido en la colum
na, se eluyó con EGTA.Dicha fracción purificada dio una única
banda de 16 K en geles de poliacrilamida al igual que el activa
dor purificado por CAPP-Sepharosa.

XI. EEEQIQ DE DBQQAS EQBRE LA MQXILIDAD DEL EABASIIQ

La calmodulina del parásito es un blanco de la acción de
drogas neurolépticas in vitro de acuerdo a los resultados presen
tados en la Tabla III-4. Con este enfoque se quiso estudiar si
estas drogas tenían un efecto citotóxico o modificaban la movili
dad del parásito in Vivo.

Epimastigotes de T. cruzi fueron resuspendidos en 45 mM
fosfato de sodio pH 8, conteniendo 100 mMNaCl, 5 mMglucosa,
1 mMCa2+ y 1 mg/ml de seroalbúmina bovina, hasta una densidad de
2,5x106 células/ml. Las células se incubaron a temperatura am
biente en presencia de concentraciones crecientes de clorpromazi
na y flufenazina y se observaron al microscopio óptico luego de 5
y 20 minutos. Comocontrol se observaron los parásitos incubados
en ausencia de drogas.

En la Figura III-28 se observa que a los 5 minutos de
incubación la movilidad celular disminuyó en función de la con
centración de la droga lograndose un 50% de inhibición a 100 pH
de flufenazina o clorpromazina.
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Figura III-28: Movilidad celular en función de la concentración
de drogas neurolépticas.
Los epimastigotes de T. crusi se incubaron en presencia de dife
rentes concentraciones de clorpromazina (o) o flufenazina (ql).
La movilidad celular se determinó a los 5 (O) o 20 (l) minutos
de incubación. Las condiciones de incubación de las células están
descriptas en Materiales y Métodos.
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En inc baciones mas prolongadas, el efecto de la droga
fue mas notorio, observándose- un BCW.de formas inmóviles con
100 pH de flufenazina. A mayores concentraciones de las drogas,
la inhibición fue del 100%. Pasados los ZÜminutos, las células
inmóviles se redondearon y perdieron el flagelo, adquiriendo una
forma similar a la de los amastigotes.

Estos resultados indican que la calmodulina estaria in
volucrada en la movilidad del parásito, lo cual concuerda con nu
merosas evidencias que sugieren que el movimiento de cilios y
flagelos es uno de los fenómenos biológicos regulados por Ca2+
(200 a 206,211).

Las drogas derivadas de la fenotiasina tuvieron además
un efecto altamente citotóxico sobre las formas epimastigotes del
parásito. Otros autores observaron una acción similar sobre el
protozoario parásito Leishmania donovani (269), sobre Trypanoso
mas africanos (197) y sobre füasmodium falciparum, agente causal
de la malaria (270). Estas evidencias podrian abrir nuevas posi
bilidades terapéuticas para el tratamiento de la Enfermedad de
Chagas.

DISCUSION

LA PDE, enzima que degrada los nucleótidos ciclicos se
ha descripto en numerosos eucarictes inferiores, presentando en
algunos casos más de una forma enzimática. En S. cerevíciae se
encontraron dos formas enzimáticas, una soluble de alto Kmque
hidroliza ambos nucleótidos cíclicos (271) y una de bajo Km,aso
ciada a microsomas, que es especifica para AMPC(272). En Neuros
pora crassa (273) se describieron diversas formas de PDEcon dis
tinta especificidad de sustratos, que se presentan en formas a
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gregada: interc nvertibles entre si. La PDEI del hongo, que hi
droliza tanto AMPccomo GMPCcon alta afinidad. se regula por
calmodulina homóloga y heteróloga (235). En Mucor rouxii también
se encontro una forma especifica de PDEde AMPCque se regula por
un mecanismo de fosforilación dependiente del nucleótido y por
proteólisis controlada (274,275).

En el protozoario ciliado TEtrahymenase demostró acti
vidad de PDEde AMPcen la fracción soluble y asociada a la par
ticulada y de GMPClocalizada en la soluble (276). Ambasenzimas
presentan dos componentes cinéticos de alta y baja afinidad por
el sustrato (0,5 y 50 uM para AMPCy 0,1 y 62 HMpara GMPc). Ade
más, se detectó un factor dependiente de Ca2+ que activa la PDF
endógena.

En Trypanosomas la mayor actividad de PDE se describió
en la fracción soluble. En T. gambiense (47) la enzima está pre
sente en forma tetramérica y monomérica. Ambasformas están en e
quilibrio entre si y el agregado de AMPCinduce la forma disocia
da. El Kmde estas formas es 7 HMpara el tetrámero y 35 uM pare
el monómero. En T. brucei (50) existe una única forma enzimátic;
presente en la fracción soluble y en la particulada. Gonca1vez
y colaboradores (48) describieron en T. crusi una PDEde AMPcso
luble con baja afinidad por el sustrato (40 uM) que es indepen
diente de Ca2+ y calmodulina.

En este trabajo de Tesis se presentan evidencias sobre
la existencia en T. cruzj de una PDEsoluble que hidroliza ambos
nucleótidos ciclicos con alta afinidad (2,5 uMy 100 uM)y que es
dependiente de Ca2+-calmodulina. La calmodulina modifica la Vmáx
pero no la afinidad de la enzima por su sustrato.

De los extractos solubles de T. cruaj se purificó un
actor termoestable, con características de calmodulina que acti

va la PDEendógena, la del hongo N. crassa (235) y la de cerebro
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bovino. Entre ¿te trabajo y el de Gon:a-ve: colaboradores
(48) existen diferencias en el modode extraccion y purificación
de la enzima, siendo necesaria la presencia de antiproteásicos
durante todo el proceso de purificación.

. del parásito es reEs interesante notar que la enzim.
conocida por anticuerpos monoclonales contra la PDEdependiente
de calmodulina de N. crassa, lo que implica que ambas comparten
ciertos epitopes. Además, la calmodulina del hongo activa la PDE
del parásito (49) y viceversa (235), indicando otra similitud en
tre ambas enzimas.

Es dificil asimilar las PDEde eucariotes inferiores a
los tipos desoriptos en eucariotes superiores, sin embargola en
zima del parásito puede considerarse una PDEdependiente de Ca2+
calmodulina porque cumple los criterios de Cheung (136) para de
finir dichas enzimas. La PDEde T. crusi requiere Ca2+ para acti
varse por calmodulina, la activación se revierte por el agregado
de EGTAo de drogas fenotiazinicas y la calmodulina está presente
en la célula.

Ademas de regular la PDE, probablemente la calmodulina
esté implicada en la regulación del movimientoflagelar. El tra
tamiento in vivo del parásito con drogas fenotiazinicas provocó
el detenimiento del batido flagelar y la perdida de la forma a
largada. Probablemente la calmodulina de T. crusí sea muysimilar
a la de los Trypanosomas africanos, tanto en estructura como en
función y localización. En T. brucei se localiza en la base del
flagelo (199). lo que indica una posible función en la regulación
del movimiento del parásito. Mayoresestudios son necesarios pues
la calmodulina y las enzimas reguladas por ella pueden ser un
blanco de acción terapéutica.

Se puede concluir que en T. cru:i se han conservado las
enzimas directamente involucradas en el metabolismo del AMPc3'
éstas se comportan en forma similar a las enzimas de eucariotes
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superiores. Existe una adenilato ciclasa, una quinasa dependiente
del nucleótido 1 una fosfodiesterasa activada por Ca2+-calmoduli
na. Sin embargo, quedan muchas incógnitas por resolver, entre e
llas cuál es la señal extracelular que al activar la ciclasa des
encadena la diferenciación del parásito; cuál es el o los blancos
definitivos de la quinasa dependiente de AMPcy si dicha enzima
regula la diferenciación del TTypanosoma.Dada la importancia del
Ca2+ como segundo mensajero es necesario estudiar la interrela
ción de los caminos regulados por ambos mensajeros y su papel en
la diferenciación y división celular.
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S'AMP:

ADN:

ADP:

AMPchexano-agarosa:
AMPc=AMÉcíclico:

ARN:

ATP:

ESA:

C:

ca2+¡
CaM:

CAPP:

CM-Sephadex:
cpm:
DIF:
D.C.:
DEAE:

DTT:

EDTA:

EGTA:

GMPc=GMPcíclico:
HIL:
hr:
IgG,
K=Kdz

Km:

IEM:

radio de Stokes
S'Adenosina monofosfato
ácido desoxirribonucleic:
S'adenosina difosfato
8-(S-aminohexyl-amino)-AMPc-agarosa
3'-5' Adenosina monofosfato cíclico
ácido ribonucléico
5’Adenosinatrifosfato
seroalbúmina bovina
subunidadcatalítica
calcio
calmodulina
2-cloro-10-(S-aminopropil)-fenotiazine
clorhidrato
carboximetil Sephadex
cuentas por minuto
factor inductor de diferenciación
densidad óptica
Dietil-aminoetil
ditiotreitol
etilendiamino tetraacetato
etilenglicol-bis (Baminoetiléter)
N, N'Tetracético
3'-5',
infusión de corazón

guanosina monofosfato cíclico

horas
Inmunoglobinas G y M
kilodalton
constante de Michaelis de la enzima para el
sustrato
medio de lacto albúmina y suero
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LÏT:

M:

min:
MIX:

mM:

MOPS:

NAD+,NADH:

ng:
nm:

nM:

nmol:
P.S.A.:
PDE:

PEI:
PGA:

Pi:
PI:
PK-AMPC:

PK-GMPC:

PKII:
pmol:
PMSF:

PPi:

RII:

5100:
S.A.:
SDS:

SKS:

TAU:

TCA:

infusión de higado y triptosa
molar
minuto
metil-isobutyl-xantina
milimolar
ácido 3-(N-morfolino)-propano-sulfónico
forma oxidada y reducida de nicotin amida
dinucleótido
nanogramos
nanómetro
nanomolar
nanomol
persulfato de amonio
fosfodiesterasa
fosfoetilenimino
3-fosfoglicerato
ortofosfato libre
punto isoeléctrico
quinasa de proteínas dependiente de AMPC
quinasa de proteinas dependiente de GMPC
quinasa de proteínas II de T. crusi
picomol
fenilmetilsulfonil fluoruro
pirofosfato
subunidad regulatoria
subunidad regulatoria tipo II de la PK AM}
de corazón bovino
sobrenadante de 105000 x g
sulfato de amonio
dodecílsulfato sódico
solución de sacarosa y KCl
orina artificial de triatómido
ácido tricloroacético
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TEMED:

TRIS:
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Vmáx=sz

ug:
ul;
umol:

N,N,N’,N'Tetrametiletilendiamina
2 amino-2(hidroximetil)-1,3 propanodiol
cepa Tulahuén
velocidad máximade hidrólisis del sustratc
por la enzima
microgramos
microlitros
micromol
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