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Los problemas son para solucionarlos.
La libertad para comprobarla.
Y en tanto tengamos fe en nuestros suetios,

nada sucede por simple azar.

Richard Bach
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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 AMPc del protozoario parasito Trypanoscma cruzi, agente etio-
l6gico de la Enfermedad de Chagas. Diversos autores han postulado
que el AMP ciclico regula la diferenciacién del parasito. Si bien
no se conoce su blanco de accidén intracelular, se demostrd que
loe niveles endégenos del AMP ciclico aumentan durante lz metaci-
clogénesis. Los resultados presentadoe indican la exietencia de
una quinasa de proteinas dependiente de AMPc en el parasito, que
probablemente sea la mediadora de muchoe de los efectos del nu-
cleodtido.

Extractoe citosélicos de la forma epimastigote de 7. cruzi
cromatografiados en una columna de DEAE-celulosa mostraron dos
picos con actividad de quinasa de proteinas que eluyeron a 0,15 y
0,32 M NaCl, respectivamente. El segundo pico, PKII, también pre-
sentd capacidad de unir AMPc en forma especifica y se activéd por
concentraciones nanomolares del nucledétido.

La actividad de quinasa de proteinas dependiente de AMPc
(PKII) se purificé por filtracién en geles, por cromatografia de
afinidad en histona-Sepharosa y en AMPc-agarosa y por cromatogra-
fia en una columna mixta de Sephadex G-25-Carboximetil ESephradex
C-50. La enzima pudo disociarse parcialmente en dos compons.
diferentes: catalitico y regulatorio. E1 componente catalitico
presentd un radio de Stokes (2,2 nm) menor que el de la subunidad
catalitica de corazdén bovino (2,8 nm). En experimentos de recons-
titucidén, la actividad del componente catalitico de T. cruzi se
inhibié por la subunidad regulatoria de corazén. A su vez, <l
componente regulatorio fue capaz de inhibir la actividad fosfo-
transferasa del componente catalitico homélogo y de la subunidad
catalitica de corazén. Estas inhibiciones se revirtieron con la

adicién de AMPc.
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La preparacion de holoenzima se fosforilé en ausencia de
un sustrato exégeno aceptor de fosfatos y se analizé en electro-
foresis en condiciones disociantes. Se observé una unica banda
fosforilada de 56 K. La misma preparacién se transfiridé a nitro-
celulosa y se incubd con anticuerpos policlonales contra la subu-
nidad regulatoria tipo II de eucariotes superiores (HWestern
blot). El1 antisuero reconocié una Gnica banda de 56 K.

Se puede concluir que la quinasa dependiente de AMPc del
parasito es similar & una quinasa tipo II de mamiferos en base a
las siguientes caracteristicas: elucién con alta sal de una DEAE-
celulosa, tamafio de la subunidad regulatoria, capacidad de auto-
fosforilarse de la misma y el reconocimiento por sueros policlo-
nales especificos contra RII.

En la segunda parte de este trabajo se estudidé la fosfodi-
esterasa de nucledétidos ciclicos (PDE) obtenida de extractos ci-
tos6licos del paréasito. La enzima soluble (80%) se purificéd por
DEAE-celulosa y por cromatografia de afinidad en calmodulina-Se-
pharosa. La PDE que eluyé en un unico pico de la DEAE-celulosa
hidrolizé AMPc y GMPc con alta afinidad. La enzima se activé en
presencia de la calmodulina homéloga, de cerebro bovino y de N.
crassa, lograndose el 50% de estimulacidén méxima con 0,3 ug/ml
del activador. En un grafico de dobles reciprocas, la enzima pre-
sentdé dos componentes cinéticos, uno de alta y otro de baja afi-
nidad por el sustrato AMPc (Km 2,5 y 100 puM). La calmoduli:..
menté la Vmax de ambos componentes sin modificar la afinidad de
la enzima por el sustrato. La activacién requiridé concentraciones
micromolares de Ca2+ y se bloqued por EGTA y por drogas neurolép-
ticas como la clorpromazina, la flufenazina y el compuesto 48/80.

Paralelamente se purificdé la calmodulina del parasito por
DEAE-celulosa, filtracidén en geles y cromatografia de afinidad en
CAPP-Sepharosa o en Phenyl-Sepharosa. En electroforesis en condi-

ciones disociantes, la calmodulina mostrdé una sola banda polipep-
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tidica con un peso molecular aparente de 16 K. La calmodulina pu-
rificada fue capaz de activar la PDE dependiente del activador de
cerebro bovino en forma similar a la homdloga.

La calmodulina, probablemente regule el movimiento flage-
lar porque el tratamiento in vivo de epimastigotes de T. crus:i
con drogas fenotiazinicas detuvo el movimiento del parasito y mo-
dificé su forma. Este efecto, altamente citotdéxico de las drogas,
es potencialmente importante y podria utilizarse para una futuras
accién 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 AMPc que poseen caracte-

risticas similares a las de los eucariotes superiores.






Introduccioén

I. GENERALIDADES SOBRE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En 1909 Carlos Chagas describié 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 parasito que causaban la enfermedad. En aquel entonces,
Chagas se desempefiaba 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 triatémido hematé6fago, Panstrongilus megistus, al
cual Chagas estudidé como posible transmisor de enfermedades para
el hombre.

En el intestino de estos insectos, observé un parésito
flagelado al que denominé Schizotrypanum cruzl. Seguidamente, in-
vestigd la poeible presencia del paréasito entre los pobladores de
la regién y de sus animales domésticos, encontrando el Trypanosgso-
ma cruzl en la sangre de una nifia y de un gato. Relacioné el pa-
rasito con una enfermedad hasta entonces desconocida, caracteri-
2ada entre otros sintomas, por anemia, edema palpebral y dafio
cardiaco. De este modo, reveld la existencia de una nueva Trypa-
nosomiasis, y echdé las bases de nuestros conocimientos actualec
sobre su etiologia, clinica y epidemioclogia.

Desafortunadamente, Chagas malinterpreté algunos de los
sintomas de la enfermedad, por lo cual fue criticado duramente,
prestandose muy poca atencién a la enfermedad durante un cuarto
de siglo.

En 1926, un grupo de médicos argentinos encabezados por
Salvador Mazza, con la colaboracién de Flavio Nifio, organizaron
una campafia de divulgacién de la enfermedad de Chagas, e inicia-
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ron la investigacién de la misma, dandole a esta patologia la im-
portancia merecida, yva qQue afecta a més de 35 millones de perso-

nas en nuestro continente.
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II. UBICACION SISTEMATICA

El Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la Try-
panomiasis americana (enfermedad de Chagas). Loe paréasitos de la
familia Trypanosomatidae se caracterizan por un flagelo y un ci-
netoplasto Gnicos. El género Trypanosoma comprende parésitos di-
genéticos que tienen por lo menos en uno de sus estadios de desa-
rrollo la forma trypomastigote. Segin Hoare (2) este género se
divide en dos secciones: Salivaria y Estercoraria. La primera
comprende un grupo de trypanosomas patégenos que se multiplican
en el mamifero en el estadio trypomastigote, completan el desa-
rrollo en la estacidén anterior del vector y son transmitidos por
inoculacién; la uGnica excepcién es el Trypanosoma equiperdum que
se transmite directamente de mamifero a mamifero.

La segunda secciédn agrupa especies no patdgenas con 1la
excepcidn de Trypanosoma cruzi. Los parasitos agrupados en esta
gseccién se multiplican en el mamifero como amastigotes o epimas-
tigotes, completan su desarrollo en la estacidén posterior del
huésped intermediario, y son transmitidos por contaminacién. La
excepciédn es el Trypanosoma rangell que completa su desarrollo en
la estacién anterior y es transmitido por inoculacién.

La ubicacién sistematica de Trypanosoma crusi es la ¢

guiente (Hoare 1972, Levine y colaboradores, 1980)(2,3).

Tipo: Protozoa (Goldfuss, 1818)

Subtipo: Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1863)

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 sbélo en el he-
misferio occidental, infecta més de cien especies de mamiferos
pertenecientes a ocho dérdenes, y a més de ochenta especies de
triatémidos que pueden transmitirlo. Los huéspedes mamiferos mas
importantes son del orden Marsupialia, Edentata y Rodentia, sien-
do también susceptibles de infeccién los primates, Carnivora, La-
gomorpha, Artiodactyla y Chiroptera.

La distribucién del parésito en mamiferos e 1insectos
(43°S a 42°N) es més amplia que en el hombre (38°S a 25°N) que se

limita a Sud América al sur del Rio Grande.
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IIT. VARIABILIDAD INTERESPECIFICA E INTRAESPECIFICA

La Trypanosomiasis americana difiere de las africanas
principalmente en el modo de evadir la respuesta inmune del hués-
ped definitivo. Mientras que Trypanosoma cruzi la evita con un
desarrollo intracelular, el Trypanosoma brucei lo logra mediante
el mecanismo de variabilidad antigénica. Este ultimo consiste en
la renovacién ciclica de su proteina mayoritaria de cubierta,
VSG, que es altamente inmunégena. El1 paciente chagésico tiene
fiebre unicamente después de la primera infeccidén, mientras que
la enfermedad del suefio presenta ciclos de fiebre que se correla-
cionan con cada variacién de VSG (4).

En. 1979, Afchain y colaboradores (5) estudiaron los an-
tigenos de superficie de distintas especies de Trypanosomas, ob-
servando gue Trypanosoma cruzi comparte antigenos con Trypanosoma
dionisii y Trypanosoma rangeli con una afinidad de 0.6, en cambio
Trypanosoma cruczi y Trypanosoma brucel estén mas distantee com-
partiendo un 0.4, y la divergencia con Leishmania es aun mayor,
con sbélo 0.3 de similitud. Existen antigencoe especificos para
Trypanosoma cruzi, 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 glicoproteinas formada 1
dos moléculas diferentes. Seis cepas de Trypanosoma cruzi de dis-
tintas &reas geograficas presentan el mismo componente 5 y la
misma glicoproteina de superficlie de 90 Kd. Sin embargo, no se
excluye la posibilidad de diferencias gque podrian explicar 1los
distintos grados de virulencia (5,6).

Un factor que causa variacién en el cuadro clinico de la
enfermedad de Chagas es la cepa del parasito de la cual se trate.

El comportamiento de distintas cepas puede ser muy variado en a-
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nimales de laboratorio, en cuanto a caracteristicas tales como el
curso de la infeccidén, grado de parasitemia, tropismos tisulares,
alteraciones histopatolégicas y mortalidad.

Formas sanguineas y de cultivo de Trypanosoma cruzi pue-
den distinguirse por aglutinacién con concanavalina A, lisis en
suero inmune y fluorescencia indirecta. Brener (7) observd 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 Gonzalez Cappa (8,9) respec-
tivamente, dividieron las cepas de Trypanosoma cruzi en tres gru-
pos, dependiendo de los antigenos. Ya en 1963, Chiari y Brener
(10) habian analizado cepas obtenidas de pacientes o heces de di-
ferentes areas geograficas, encontrando diferencias morfolégicas
predominantes.

Se demostrd que distintas cepas muestran un comporta-
miento diferente frente a sustanclas exégenas, productos de meta-
bolismo, y vias oxidativas. Goldberg (11) describié la incorpora-
cidén 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 la incorporacién fue mayor al tercer dia que al décimo.
En 1964, Mancilla y Naquira (12) informaron que el ciclc dr
pentosas era més activo, y el ciclo de los Acidos tricarboxilico
era menos activo en las formas de cultivo de la cepa Tulahuén que
en la cepa Peru.

En 1977, Miles (13) demostré que cepas de Trypanosoma
cruzi recolectadas en distintas Aareas geograficas difieren en el
perfil electroforético de seis enzimas: aspartato aminotransfera-
gsa, alanina aminotransferasa, glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa,
malato deshidrogenasa, glucosafosfato isomerasa y fosfoglucomuta-
sa. Diferencié dos tipos, correspondiendo el tipo I a animales
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salvajes, y el tipo II a casos humanos y animales domésticos. En
un trabajo posterior, con material aislado en la selva amazénica,
encontré un tercer grupo, tipo III, que correspondié a pacientes
con enfermedad de Chagas aguda (14). En 1980, extendié su estudio
a 38 enzimas de las cuales selecciondé 18 que dieron bandas elec-
troforéticas discretas manteniendo la tipificacién anterior en
"zimodemas” I, II y III (15). La desventaja potenclial de este mé-
todo la demostraron Romanha y colaboradores en 1979 (16) al pro-
bar que el perfil isocenzimatico puede cambiar después de subcul-
tivos repetidos sugiriendo que los caracteres utilizados para la
tipificacién no eran muy estables.

Por andlisis de restriccién del ADN de diversas cepas y
por diferencia de densidad de flotacié4n del ADN nuclear (ADNn) vy
cinetopléastico (ADNk) se detectaron variaciones entre cepas. Riou
y Gutteridge (17) encontraron que estas diferencias se relaciona-
ban con resistencia a determinadas drogas. En 1977, Mattei y co-
laboradores (18) usaron como criterio taxondémico la digestidn del
ADNk, alslado de diferentes cepas de Trypanosoma crusl, con endo-
nucleasas restrictivas y posterior corrida electroforética y tin-
cién con bromuro de etidio. Las enzimas Hpa I, Hpa II, Hae III y
Eco RI les permitieron diferenciar facilmente las cepas Y, FL, CL
y Gilmar.

Luego, en 1980, Morel y Simpson (19) extendieron estos
estudios, empleando un mayor numero de endonucleasas restricti-
vas, e introdujeron el término "esquizodema” para designar los
grupos de aislados que presgenten el mismo perfil 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 Trypanosoma
cruzi, utilizando estas mismas técnicas.
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Asimismo, cepas clonadas varian en su capacidad de dife-
renciarse In vitro. Existen cepas con una capacidad esponténea de
diferenciacibén, y otras que requieren condiciones especiales para
lograrlo. Goldenberg (21) logré diferenciar la cepa Dm 28 de Try-
panosoma cruzi por ayuno y posterior agregado de L-prolina. Ensa-
v6 este método con otras cepas que variaron en los porcentajes de
diferenciacién obtenidos; sin embargo, la cepa Tulahuén no pudo
diferenciarse por este método.

Ademas, hay cepas qQque varian respecto a los requerimien-
tos nutricionales. Citri y Grossowicz (22) y Boné y Parent (23)
desarrollaron medios semidefinidos, usando caseina y triptosa co-
mo fuente de aminoadcidos. Estos medios se ensayaron en cuatro ce-
pas: Berenice, FL, Y y Culbertson; s86lo las dos primeras crecle-
ron en el medio de Boné y no pudieron ser transferidas al de Ci-
tri (24).

Por lo sefialado anteriormente, al iniciar algun estudic
sobre Trypanosoma cruzi, es 1importante tener en cuenta la enorms
variabilidad de las cepas.
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Iv. CICLO DE VIDA

Tryvanosoma crusl tiene un complejo ciclo de vida que
involucra un desarrcllo dentro de doe huésgpedes: un mamifero
(huésped definitivo), y un insecto vector (huésped intermedia-
rio). Este protozoo parasita el 1intestino de un gran namero de
triatémidos siendo Triatoma infestans el principal vector en
nuestro medio. .

Existen tres ambientes en los cuales se desgarrolla el
parasito: dentro de la célula, libre en la corriente sanguinea
del mamifero, y en el lumen del inteetino del insecto vector. En
cada medio se desarrclla un tipo morfolégico predominante: amae-
tigote, trypomastigote y epimastigote, respectivamente, existien-
do numerosas formas de transicién. Estos tres tipos morfolédgicos
se distinguen en base a la posicidén del cinetoplasto con respecto
al ntcleo, al largo del flagelo y extensidén de la membrana ond-
lante y al tamafic. E1 cinetoplasto, el cuerpo basal y la porcion
emergente del flagelo se encuentran como un conjunto estructural
respecto al nucleo del parésito (Figura I-1).

—— FLAGELO
o - CINETOPLASTO
NUCLEO /
CINETOPLASTO
NUCLEO
TRYPQMASTIGOTE AMASTIGOTE EPIMASTTIQOTE

Figura I-1: Diagrama que ilustra las formas morfolégicas en el
ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi. Esquema publicado en el
Boletin de la Oficina Sanitaria Panamericana, en marzo de 13976.
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Cuando el estadio infectivo, trypomastigote metaciclico,
penetra en un mamifero, no se multiplica en la sangre, sino que
invade células de varios tejidos (masculo cardiaco e intestino)
donde se diferencia a la forma amastigote, bajo la cual se multi-
plica por divisién binaria simple. El1 término amastigote es un e-
rror, ya que la forma intracelular del parédsito tiene un pequefio
flagelo libre; Brack (25) ha propuesto denominarlo Esferomastigo-
te.

En 1976, Dvorak (26) demostrdé Iin vitro que el numero de
generaciones del parésito en cada célula, a partir del trypomas-
tigote infectivo, es de nueve, y que el tiempo de generacién del
parasito es aproximadamente de 13 horas. Antes de multiplicarse,
el paréasito presenta un periodo de latencia de 34 horas. Luego de
la novena generacién, se observa que los parasitos se diferencian
a trypomastigotes, ya sea por desarrollo fusiforme, pasando por
unsa 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 sanguinea desde
donde infectaran nuevas células. Existen dos formas de trypomas-
tigotes sanguineos, una mas estilizada que invade los tejidos y
prosigue la infeccidén en el mamifero, y una mas gruesa que e€s
fectiva para el insecto vector y asi transmite el paréasito.

El huésped intermediario que se alimenta sobre un mami-
fero infectado puede ingerir con la sangre al pardsito circulante
(trypomastigote). A medida que se acerca a la luz del intestino,
el parésito se redondea, pilerde el flagelo, diferenciandose a a-
mastigote y luego a epimastigote, el que se multiplica activamen-
te en la region 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



Introduccioén

ciar el nuevo ciclo. No se demoetré penetracidn celular en el
vector, pero si una estrecha relacidén entre las células epitelia-
les del mismo y la membrana celular de Tryvpanosoma crusi.

La Figura I-2 esquematiza el ciclo biolégico de Trypano-

soma cruzi.

Mesogastrio

Epimastigote .

4535 Trypomastigote
hy
Trypomastigote de T§ Huesped invertebrado X en heces

sangre
perisférica

BPuesped vertebrado l

Figura I-2: Ciclo bioldégico del Trypanosoma cruzi. Esquema publi-
cado en el Boletin de la Oficina Sanitaria Panamericana, en marzo

de 1976.
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V. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

El Trypanosoma requiere para crecer un medio muy rico y
complejo. Necesita como fuente de energia glucosa o algun otro
sustrato hidrocarbonado tal como citrato, acetato, succinato o
glucosamina. La presencia de todos los amino&cidos es importante,
al igual que la de purinas y pirimidinas. Se requieren cantidades
apreciables de cloruro de sodio y fosfato diacido de potasio. Un
componente fundamental para el crecimiento es la hemina, ya que
T. cruzi es incapaz de sintetizar el anillo de las porfirinas.
Segin el medio de cultivo, debe adicionarse suero fetal bovino o
albimina como fuente de factores de crecimiento. E1 pH éptimo es
7,4 dado por el tampon HEPES y NaCOs,y la temperatura no debe su-
perar los 30°C.

El cultivo de epimastigotes estd bien establecido, en
medios axénicos ya sean bifasicos o monofasicos, preferentemente
LIT (liver infussion tryptose). Avila (27) describié un medio méas
simple conteniendo Unicamente glucosa, sales inorganicas, nucleéb-
tidos, vitaminas y catalasa de higado bovino como fuente de ami-
nodcidos. Esta Gltima no puede reemplazarse por una mezcla de a-
minoacidos libres. Posteriormente, eliminé nucledétidos 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 parasito. Actualmente, se aislan 1los
trypomastigotes in vitro del sistema de cultivo de tejidos y tam-
bién directamente por cromatografia en DEAE de la sangre de ani-
males infectados.

Se ha avanzado en la obtencién de amastigotes en culti-
vos axénicos Iin vitro. Sin embargo, permanece la duda el estas

formas son idénticas a las que se encuentran intracelularmente.
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VI. DIFERENCIACION

El Trypanosoma cruzl presenta tres estadios definidos en
su desarrollo: amastigote, estadio reproductivo intracelular,
trypomastigote, estadio infectivo, es la forma libre en la circu-
lacidén sanguinea 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, morfologia y compor-
tamiento; estos cambios se reflejan en la superficie celular del
paradsito en la que existen diferencias cualitativas y cuantitati-
vas.

Colli (28) observd 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 8610 con amastigotes, WGA (aglutinina de ger-
men de trigo), vy lectinas de Bandeviaea gsimplicofolia, Sophora
Japonica y Helix pomatia, que reaccionan con epimastigotes y 1la
lectina de Phaseolus vulgaris con trypomastigotes sanguineos 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 resistentec
a la lisis en ausencla de anticuerpos. El pasaje de epimastigote
a trypomastigote involucra una modificaciédn en la superficie ce-
lular del parasito, que lo hace resistente al ACP. Cuando 1los
trypomastigotes son tratados con tripsina o sialidasa, activan el
ACP y 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 diferenciacién se han
reproducido In vitro. La transformacién de trypomastigotes a a-
mastigotes y epimastigotes, se obtliene en un medio de cultivo de

14
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rutina (30). La transformacién de epimastigote a trypomastigote,
metaciclogénesis, ocurre en el recto del insecto vector. In vitro
se obtuvo en medios no definidos, semidefinidos y en cavidades
subcutédneas implantadas en ratédn.

En 1964, Camargo (31) observd que la metaciclogénesis se
producia al final de la fase estaclionaria de crecimiento cuando
el cultivo ya estaba envejecido. Células epimastigotes, no dife-
renciadas, por divisién producian 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 més pobre (LAS,
medio de lactoalbimina y suero) aumentdé la diferenciacién.

Castellani y colaboradores (32) en 1967, trabajando con
la cepa Y obtuvieron diferenciacién de trypomastigotes sanguineos
a trypomastigotes metaciclicos. Chiari (33) logrd diferenciar las
cepas Y y MR a epimastigotes cultivandolos primeramente en LIT vy
luego en HIL (heart infussion) qQue es un medio més pobre. Este
pasaje, asi como la acidificacién del pH del medio, estimulaban
la metaciclogénesis. Obtuvo los mismos resultados con las cepas
B, CL, MR, Br y ABC.

Posteriormente, Goldenberg (21) logré la diferenciaciédn
de la cepa Dm 28 sometiendo las células cultivadas en LIT a un
stress nutricional al final de la fase logaritmica de crecimientn
por pasaje a otro medio, TAU (orina artificial de triatémidos,,
suplementado con L-prolina. Analizé los perfiles polipeptidicos
durante la diferenciacidén observando que los epimastigotes poseen
un mayor grado de complejidad en las proteinas. Contreras y cola-
boradores (34) observaron que genes especificos de trypomastigo-
tes aparecen 12 horas después de i1incubar los epimastigotes en
TAUS. Existe sintesis proteica durante la metaciclogénesis, lcc
productos de expresidén de genes preceden la diferenciacidén morfo-

15
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l6gica: los antigenoes de epimastigotes son reemplazados por los
de trypomastigotes metaciclicos, una proteina de 80-85 kd es sin-
tetizada activamente.

Otros autores (35) utilizaron extractos de insectos, ho-
mogenato de intestino de Trypanosoma infestans o hemolinfa para
suplementar cultivos de epimastigotes. Luego de 6 a 8 dias 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-

teraccidén con éste.

VI.1 FACTORES INVOLUCRADOS EN LA DIFERENCIACION

En los casos conocidos hasta el momento, la diferencia-
cién ocurre debido a factores exégenos o involucra un factor bio-
lé6gico activo.

Entre los factores exdégenos influye: el tamafio del iné-
culo, cuando éste supera 1,5-2,5 x 107 cel/ml se inhibe la dife-
rencliacién, la tensidédn de oxigeno, el medio de cultivo, y e’
tiempo del cultivo. En muchos casos, la diferencliacidédn ocurre al
final de la fase estacionaria. Varios autores depletan medios ri-
cos para inducir la diferenciacién en la creencia que la ausencia
de un nutriente esencial o la acumulacidén de un metabolito pueder
provocarla. Otro factor involucrado es la temperatura, variacio-
nes de 4°C a 28°C o de 21°C a 28°C aceleran la diferenciacién;
esto es similar a lo que ocurre con Trypanosoma conorhini que se
diferencia cuando aumenta la temperatura. Cambios en el pH del
medio modifican la diferenciacién; se conoce que una acidifica-
cién del pH debida a acumulacién de &acidos organicos seguida de
un desplazamiento de pH 6,5 a 6,7 estimulan la transformacién.

Varios autores (35,37,38) demostraron que la diferencia-
cién puede ocurrir independientemente del agotamiento de nutrien-

tes porque encontraron una significativa morfogénesis durante el
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crecimiento exponencial, pero observaron gque se requiere la pre-
sencia de un factor bioldgico activo. Estos autores no encuentran
diferenciacién en ausencia de la hemolinfa de Phylosamia cynthia,
u homogenato total de Rhodnius prolixus o hemolinfa u homogenato
de Triatoma infestans. 0" Daly (39) suglere, en cambio, que tanto
nutrientes como factores biolégicos estan involucrados, ya que
logré diferenciar epimastigotes al final de la etapa estacionaria
en presencia de seroalbimina fetal bovina como estimulo.

Existen factores biolégicos no especificos involucrados,
ya que se obtuvo morfogénesis In vitro en cultivos suplementados
con hemolinfa de Phylosamia, en células de Aedes aegypti en cul-
tivo, o in vivo infectando otros artrépodos. Si el parasito 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 demostrd para cilertas
hormonas, como es el caso de la insulina (40).

En 18982, Sher y Snary (41) obtuvieron diferenciacién de
epimastigotes en el medio Tc 199, 18 horas después de la implan
tacién subcutéanea en raté4n durante 7 horas. Aparentemente, el
huésped mamifero provee una sustancia requerida para la diferen-
ciacién o induce una modificacién en la membrana celular del pa-

rasito.

VI.2. ROL DEL AMPc

Cambios en los niveles intracelulares de nuclebdétidos ci-
clicos, especialmente del 3°5° adenosina monofosfato ciclico,
AMPc, estéan involucrados en la diferenciacidén celular, reproduc-
cién, sintesis de macromoléculas, neurotransmisién y variaciones

en la permeabilidad de membranas de muchos organismos eucariotes.
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La hipétesis de que el AMPc regula la proliferacién ce-
lular era apoyada por muchos investigadoree en la década del 70.
Se sabia que las célulaes transformadas tenian bajos los niveles
de AMPc y que el agregado de agentes que elevasen su concentra-
cién intracelular detenia el crecimiento celular. Posteriormente,
J. Pawelek (42) observdé que los efectos del AMPc dependen de su
concentracién en la célula y que la dosis 6ptima varia de célula
a célula de acuerdo a la constante de asociacién (Ka) por el AMPc
de la proteina quinasa dependiente del nucleétido ciclico.

La concentracién de AMPc se eleva en forma transitoria
previamente a la sintesis de ADN en un gran numero de células,
pero la iniciacién de la sintesis se detiene g1 los niveles del
nucleétido se mantienen elevados. Eeto ocurre en bacterias, leva-
durae y células de mamifero in vivo e in vitro. Se conoce el rol
del AMPc en la modulacién de la expresidén génica, sin embargo, no
estd claro cémo la lleva & cabo. La via de ascciédn del AMPc podria
involucrar la fosforilacidén de proteinas nucleares que, a su vez,
regularian la transcripcién de genes especificos. Se ha demostra-
do que en células de médula adrenal, el aumento de los niveles de
AMPc disocia la qulinasa de proteinas dependiente del nucledtido
citosbélica y las subunidades cataliticas se traslocan al nucleo y
fosforilan proteinas no histénicas fuertemente asociadas a croma-
tina. Concomitantemente, con la fosforilacién se incrementa la
sintesis de RNA mensajeros (RNAm) que se traduce en un aumento de
tirosina hidroxilasa (43). Este es un ejemplo del control indi-
recto que ejerce el AMPc en la regulacién génica.

Los niveles intracelulares del AMPc resultan del equili-
brio entre la adenilato ciclasa, enzima que lo sintetiza a partir
de 5°ATP liberando pirofosfato y la fosfodiesterasa de AMPc que
degrada el nucledétido a 5 AMP. Los receptores intracelulares del

AMPc difieren en organismos procariotes y eucariotes. En £. c¢oli,
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el AMPc se asocia a la proteina CRP o CAP (proteina asoclada a
cromatina) que se une & secuenclas de ADN permitiendo la trans-
cripcidén de varios operonesg regulados por represién catabodlica.
En eucariotes, e¢l receptor del AMPc es la subunidad regulatoria
de la quinasa de proteinas dependiente del nucledétido, éste actuia
como segundo mensajero a través del cual eventos intracelulares
son controlados por estimulos externos, incluyendo algunas hormo-
nas. La quinasa dependiente de AMPc (FPK-AMPc) esta presente en
vertebrados, invertebrados y microorganismos. Estudios de lineas
celulares resistentes al AMPc sugleren que la PK-AMPc es respon-
sable de todoe o casl todos los eventos mediados por AMPc, esti-
mulando o inhibiendo variae vias metabélicas dando origen a la
respuesta celular.

Estudios sobre el papel del nucleétido en los Trypanoso-
mas sugieren que éste esta involucrado en la diferenciacidén. Se
detecté actividad de adenilato ciclasa en T. brucei (44) y T.
cruzi (45,46), actividad de fosfodlesterasa en T. gambiense, T.
cruzi, T. brucei y L. donovanl (47,48,49,50,51). Existen protei
nas con capacidad de unir AMPc en T. gambiense, T. cruzli y en T.
brucei, asi como actividad de quinasas de proteinas estimulada
por nucleésidos en T. gambiense (52,53,54,55,56). Se correlacioné
el aumento de los niveles de AMPc con la disminucién de la proli-
feracién celular en promastigotes de L. tropica y con la inhibi-
cién de la diferenciacién de amastigotes a promastigotes en L.
donovani (57).

El crecimiento 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,
propanoclol. Este fendémeno es mediado por AMPc dado que el agrega-
do de inhibidores de fosfodiesterasa o de dibutiril AMPc producen

el mismo efectc. Los niveles de AMPc aumentan cuando se agregan
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ligandos a organismos intactos, lo que sugliere que el rol del
AMPc en el control del crecimiento del paraeito es mediado por
receptores adrenérgicoe (58).

Strickler y Patton (59a) estudiaron la diferenciacién de
Trypanosoma lewisi. Este es un parésito no patégeno de ratas,
perteneclente a la secciébn salivaria. La transformacidén de T. le-
wisi involucra un pasaje de una poblacién con alta reproduccién a
una poblacidén no reproductiva. Estas dos poblaciones tienen dife-
rentes caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y fisicas. La
transformacién se induce por un anticuerpo del huésped mamifero,
ablastina, que inhibe la reproduccién del parédsito. En presencia
de ablastina, la diferenciacién de T. lewisi es completa; sin em-
bargo, se revierte al quitar el anticuerpo del medio. Se determi-
naron los niveles de AMPc durante el ciclo de vida del parésito;
el AMPc intracelular aumenta dos veces su concentracién durante
la transicidén de formas reproductivas a no reproductivas. En cé-
lulas de mamiferos en cultivo, se ha observado que el AMPc reduce
la respuesta a lectinas de las células traneformadas a niveles de
las no transformadas e induce una alteracién morfolégica en las
células transformadas, similar a las no transformadas. Cuando se
agrega el nucledétido exdgenamente a cultivos primarios en creci-
miento, se inhibe la sintesis de ADN y se detiene la célula e~
fase Gl. Dado que durante la diferenciacién de T. lewisi se inhi-
be la reproduccién y se producen alteraciones morfoldégicas y de
membrana, s8e ha sugerido que la funcidén de la ablastina es esti-
mular el aumento de los niveles intracelulares de AMPc.

La transicién de formas sanguineas delgadas a gruesas
durante la infeccién pleomérfica de T. brucel involucra una serie
de cambios morfolégicos, bioquimicos y fisioldgicos tales como el

acortamiento del flagelo y del cuerpo, un aumento del reticulo
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endoplasmico y de vacuolas digestivas, asi como variaciones en la
sintesis de enzimas respiratorias y del metabolismo de carbohi-
dratos hacia una via aerébica de obtencién de energia.

Los niveles intracelulares de AMPc en Ytat 1, variante
pleomérfica clonada de T. brucei y en EATRO 110M, cepa monomérfi-
ca de T. brucel, presentan variaciones no azarosas durante las
fluctuaciones en parasitemia en ratas normales e inmunosuprimi-
das. Los niveles de AMPc aumentan a medida que la infeccidén se a-
cerca al pico de parasitemia. Cuando en la poblacidén aparecen
formas intermedias y disminuye el porcentaje de formas delgadas,
caen los niveles de AMPc (59b).

Recientemente, Rangel-Aldao y colaboradores (60), obser-
varon qQue los trypomastigotes de la cepa E.P. de T. cruzi conte-
nian 4 veces mads AMPc que los epimastigotes. Esta ultima forma
celular que tiene capacidad de proliferacidén, presentdé niveles
intracelulares de APMc similares 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 AMPc es
un regulador negativo de la divisién celular en Trypanosomas vy
que en concentraciones elevadas gatillaria la diferenciacidén ce-

lular en T. crusi.
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VII. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DEL AMPc

Las enzimas que regulan 1los nlveles intracelulares del
AMPc son: la adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa de nucledétidos
ciclicos y la quinasa de proteinas dependiente del nucleédtido.
Este sistema de control ha conservado sus principales caracteris-
ticas a lo largo de la evolucién, lo cual suglere que la funcién
del AMPc también se ha conservado.

VII.1.A. Adenilato ciclasa

La adenilato ciclasa es la enzima responsable de la sin-
tesis del AMPc segin la reaccién:

adenilato ciclasa
ATP —» AMPc + PPi
Me+2

Loe sustratos de esta reaccion pueden ser los complejos
Mg-ATP o Mn-ATP, actuando los cationes divalentes Mg2+ y Mn2+ co-
mo activadores de la misma. En el caso de algunas ciclasas como
la de Neurospora (61), testiculo (62) y T. cruzi (46) la depen-
dencia de Mn2+ es casi absoluta. Si bien la concentracién intrs
celular de Mg2+ es casi cien veces mayor que la de MnZ+, la mayor
estabilidad que posee el complejo Mn-ATP podria explicar que 1la
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 como protozoarios (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 membrana plasmatica, siendo excepcién a esta
regla la enzima de los tubulos seminiferoe cuya localizacién es
citoplasmatica (6Z). En organismos inferiores y bacterias, la a-
sociacién de la enzima a la membrana es bastante débil.

En 1967, Robinson, Bilitcher y Sutherland (6%9a) propusie-
ron un modelo que asumia la existencia de dos subunidades con una
orientacién direccional especifica. El1 receptor, en el lado ex-
terno de la membrana, interaccionaria con la hormona correspon-
diente, con lo cual activaria la subunidad catalitica de la enzi-
ma en la cara interna de la membrana. Actualmente se conoce que
los receptores hormonales son proteinas 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 ratdn
549, ambos deficientes fenotipicamente de adenlilato ciclasa, po-
seian receptores P-adrenérgicos. Esto indicaba la existencia de
dos proteinas diferentes, receptor y enzima, que luego pudieron
ser separadas fisicamente y caracterizadas molecularmente (70,
71).

La adenilato ciclasa sensible a hormonas consta al menos
de tres tipos de proteinas: receptor (R), y componentes regulato-
rio (N) y catalitico (72). Funcionalmente, se distinguen dos ti-
pos de componentes regulatorios: Ns, que media los procesos de
estimulacién y Ni que estd involucrado en la inhibicién de la a-
denilato ciclasa. Ns y Ni son heterotrimeros con subunidades a, 8
y ¥, cuyos pesos moleculares son: 42 a 45 kd para as; 40 a 41 kd
para ai; 35 kd para By 5 a 8 kd para ¥.

La activacién de Ns es el paso limitante de la velocidad
de activacién de la enzima, y es dependiente de Mg-ATP. El compo-
nente Ns interacciona con guanil nuclebdétidos y sus analogos no
hidrolizables. El1 sitio de unién del GTP esta localizado en la
subunidad as que, ademas, es portadora de una actividad GTPasica,
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fundamental para la desactivacidn de la enzima. También contiene
un sitio para la interaccién con la toxina del cdlera, que esti-
mula la adenilato ciclasa como resultado de la ADP ribosilacién
de la subunidad as en presencia de NAD+.

VII.1.B. Adenilato ciclasa en Tryranosomas

Se ha determinado actividad de adenilato ciclasa en 7.
brucei y en T. cruzi. En ambos casos estd asociada a membrana. La
enzima de T. brucei no responde a glucagon o adrenalina ni se ac-
tiva por nucledétidos de guanina; en cambio estéd regulada positi-
vamente por Ca2+; éste efecto sdélo es demostrable en células en-
teras (73). La activacién de la adenilato ciclasa ocurre cuando
los iones Ca2+ entran en la membrana plasmatica y no por pasaje
de Ca2+ a la célula, lo cual sugiere que el receptor del Ca2+ es-
téd dentro de la membrana plasmética, y no expuesto en sus caras
internas o externas. Aparentemente, el efecto activador del Caz+
no estd mediado por calmodulina, ya que la presencia de 50 uM
Trifluoperazina (TFP) no tiene efecto inhibitorio (74). Se demos-
tré que anestésicos locales, como el alcohol bencilico, que expo-
nen el sitio de unién al Ca2+ en el receptor del Ca2+, potencian
el efecto activador del Ca2+ (75). En T. brucel, la adenilato ci-
clasa puede estar involucrada en el cambio de la proteina mayori-
taria de superficie VSG.

En 7. cruzi la adenilato ciclasa posee una subunidad ca-
talitica semejante a la de mamiferos. Pudo reconstituirse un sis-
tema heterdlogo con la subunidad catalitica de T. cruzi y membra-
nas de higado tratadas con N-etilmaleimida, que anula la activi-
dad catalitica de éstas. El sistema reconstituido es sensible a
glucagon, fluoruro y utiliza Mg ATP como sustrato (76).
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A pesar de utilizar Mn ATP preferentemente como sustra-
to, la enzima de T. cruzi posee actividad con Mg ATP en mucho me-
nor grado. Por ADP-ribosilacién de las membranas de T. cruszi con
toxina del célera y adenina 14C-NAD+ y posterior electroforesis
en condiciones disociantes, se detectdé una banda de 45 k; lo que
indica que T. cruzi posee un sustrato polipeptidico para la acti-
vidad ADP-ribosilante de la toxina del célera que corresponde a
la subunidad as del componente N. Ademés, se reconstituydé la ade-
nilato ciclasa de T. cruzi con la variante 549 de linfoma de ra-
tén y se obtuvo un sistema heterdélogo capaz de responder a efec-

tores B-adrenérgicos (77).

VII.2 QUINASAS DE PROTEINAS

Las quinasas de proteinas son enzimas que catalizan la
transferencia del fosfato ¥ del ATP a un sustrato aceptor. Se han
clasificado estas enzimas en base al modulador que regula la ac-
tividad quinasica y al grupo aminocacidico que fosforilan, ya sea
serina, treonina o tirosina. En este trabajo se describiran las
quinasas dependientes de nucleétidos ciclicos que fosforilan re-
siduos serina o treonina.

VII.2.A. Quinasas de proteinas dependientes de AMPc

En 1957, Sutherland y Rall (78) descubrieron el AMPc vy
posteriormente la adenilato ciclasa (79), enzima que cataliza su
sintesis a partir de 5 ATP. Diez afios mas tarde, Walsh y colabo-
radores (80) purificaron la quinasa de proteinas de musculo de
conejo, que tiene una dependencia absoluta por el nucledétido y

que, a su vez, activa la fosforilasa quinasa (FK) por fosforila-
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cién. Encontré asi, por primera vez, el eslabén entre la estimu-
lacién de la adenilato ciclasa por la epinefrina y la activacién
de la fosforilasa quinasa.

Posteriormente, se encontrdé que un gran numero de proce-
sos fislioldgicos, influenciados por el AMPc, estaban regulados
por la fosforilacion de proteinas. Muchas de estae reacciones de
fosforilacién responden directamente al AMPc, y la enzima involu-
crada se denominé quinasa de proteinas dependiente de AMPc (PK-
AMPc) .

La PK-AMFc estéd compuesta por dos tipos de subunidades,
catalitica y regulatoria, que interactian una con otra y con el
AMPc como se detalla en la sigulente reaccién:

R2C2 + 4 AMPc .— 2 R.AMPcZ + 2C

en la cual Rz2C2 representa la holoenzima inactiva, R
AMPcz es la subunidad regulatoria unida al AMPc, y C es la subu-
nidad catalitica libre con actividad de quinasa. El1 AMPc disocis
la holoenzima permitiendo que se active.

Se postula la existencia de un complejo ternario inter-
mediario en la reaccidén de disociacién:

R2C2 + 4 AMPc ——= R2.4AMPc.C2 =—= R2.4AMPc + 2C

Se sabe que R reacciona con C en presencia de AMPc (81).
Recientemente, Connelly y colaboradores (82) aislaron, durante la
reasociacién de las subunidades, un complejo ternario establ.
formado por AMPc y 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 AMPc y tiene la mitad de sus sitios ocupados por el

nucleédétido.
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La subunidad "R" exliste como un dimero compuesto por
dos cadenas polipeptidicas idénticas; "C" existe como monémero.
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-AMPc eolubles que se comportan
de manera diferente en: cromatografia en DEAE, propiedades inmu-
nolégicas, afinidad por el AMPc, interaccién entre subunidades,
distribucién tisular y capacidad de autofosforilacién. Se las de-
nomina PK-AMPc I y II. Ambas tienen estructura tetramérica, pose-
en subunidades cataliticas idénticas y difieren en su subunidad

regulatoria.

VII.2.A.1. Sitios de unién al AMPc en la subunidad re-
gulatoria. Cooperatividad entre ambos

La holoenzima nativa se activa por la unién de dos molé:
culas de AMPc a cada mondémero regulatorio, con la consecuente li-
beracién de las subunidades cataliticas. Esto ocurre a través de
la unién cooperativa del AMPc a dos sitios diferentes en cada ca-
dena de R. Los dos sitios difieren en la velocidad de intercambio
del nucleédétido ligado y en su afinidad diferencial por anélogo-s
del AMPc. La velocidad de disoclacién del 3H AMPc es 0,025-0,05/
min para el sitio 1 y 0,23-0,26/min para el sitio 2. El1 sitio 1
prefiere andlogos del AMPc modificados en la posicién Cs, y el
sitio 2 andlogos modificados en la posicidén Ne. El1 sitio 1 es
probablemente el primero en ser ocupado (84).

La cooperatividad positiva en la unién del AMPc se re-
fleja en una cooperatividad en la activacién de la quinasa de
proteinas. Dado que R existe en forma dimérica, la cooperatividad

puede ser intra o intermondémeros o ambas. Por protedlisis limita-
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da se pierde el dimero regulatorio, pero la monomerizacidén no a-
fecta la velocidad de disociacién del AMPc ni la selectividad de
los analogos. Clasicamente, se conocia que los efectos cooperati-
vos eran entre subunidades, 8in embargo, la interaccién coopera-
tiva entre los dos sitios no se altera por protedlisis, lo que
indica una interaccioén intrasubunidad.

La subunidad R es analoga a la calmodulina, proteina mo-
nomérica que une 4 Ca++ a la misma molécula. En ambos casos, los
sitios de unién al AMPc o al Ca++ evolucionaron por duplicacién
de genes. Los sitios de unién al AMPc de la proteina CAP de £E.
coli (proteina activadora de genes por catabolitos) son homblogos
a los de R y los residuos no conservados pueden ser responsables
de las diferencias de afinidad de ambos sitios (85).

En condiciones fisioldégicas, la concentracidédn de la en-
zima es 0,2-0,7 uM, la constante de disociacién del AMPc es 10-8,
y la afinidad entre Ry C es 0,2 a 0,6 nM. Cuando el AMPc se une
a R, la afinidad entre R y C cae diez veces y se produce la diso-
ciacidén. La disociacién completa de C y R requiere que los cuatro
sitios de unién al AMPc estén 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 interaccién de sdélo dos sitios en forma hombloga (sitio 1 -
sitio 2) o heterdloga (sitio 1 - sitio 1°), no podria ocasionar
esta elevada cooperatividad.

Usando dos diasteroisdémeros sp y rp adenosina 3°-5" fos-
forotioato, en los que la carga negativa del grupo fosfato esta
en posicién ecuatorial (sp) o axial (rp) se detectaron cambios
estructurales en la regién de unidén al AMPc. El rp-AMPc se une a
R pero no disocia (actia inhibiendo); el sp-AMPc se une a R y ac-

tiva en forma similar al AMPc.
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Se postuldé que el AMPc reconoce primeramente a los oxi-
genos 5 y 3" y al grupo 2° hidroxilo, a los que se une por puen-
tes hidrégeno. Esta unién podria representar el complejo ternario
R2.C2.(AMPc)4 formado previamente a la disociacién. En un segundo
paso podria formarse un puente salino entre la carga negativa del
oxigeno ecuatorial exociclico con la carga positiva de un residuo
aminoacidico. Posiblemente, la arginina sea el aminoacido involu-
crado. Este mecanismo en dos pasos podria explicar los cambios
conformacionales de la subunidad regulatoria que lleva a disociar
la catalitica (84).

VII.2.A.2. Mutantes de R en la regidn de uniodn al AMFc

Por experimentos con anidlogos del AMPc se conoce que am-
bos sitios esté&n involucrados en la activacién de la quinasa. La
unién a un solo sitio no es suficiente para la activacién de la
enzima; s8in embargo, usando espectroscopia de polarizacién de
fluorescencia, se encontrdé que dos moléculas de AMPc eran necesa-
rias y suficientes para liberar ambas subunidades cataliticas. A
fin de estudiar la cooperatividad entre los sitios de unidn a
AMPc, presentes en la subunidad regulatoria de la quinasa de pro-
teinas dependiente del nucledétido, Steinberg y colaboradores (86)
caracterizaron mutantes de la variante 549 de linfoma de ratén,
con lesiones en la subunidad RI.

Estos autores observaron que la lesidén en uno de los si-
tios del AMPc disminuia la cooperatividad entre sitios, poraque
inhibia la unién del nucledétido al sitio mutado. Ademéas, en estas
mutantes se alteraba la constante de disociacién (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-
teraccién entre las subunidades y que la cooperatividad observada
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en la activacién de la quinasa mutada se debe a los efectos coo-
perativos de la interaccién entre el dimero de R y la subunidad
C, ¥y no a los efectos intracatenarios entre los sitios de AMPc.

En conclusién, la quinasa de proteinas dependiente de
AMPc puede activarse por la interaccién del AMPc con cualquiera
de los sitios de unidén, ya sea el 1 6 el 2. La fuerte cooperati-
vidad entre los sitios 1 y 2 lleva a que ambos estén involucrados
en el proceso de activacidén de la quinasa de la cepa salvaje. Es-
ta interaccién intracatenaria subraya las diferencias en sensibi-
lidad y cooperatividad entre la enzima de la cepa salvaje y la
mutada. Ademas de las interaccliones intracatenarias, existen in-
teracciones intercatenarias, que son las responsables de la limi-
tada cooperatividad observada en la activacién de la enzima muta-
da.

VII.2.A.3.1. Diferencias entre las quinasas de proteinas
dependientes de AMPc

El primer indicio de la existencia de doe tipos de qui-
nasas dependientes de AMPc fue la elucién diferencial de una cro-
matografia en DEAE-celulosa de dos actividades quinasicas con ca-
pacidad de unir AMPc. Se denominaron quinasas I y II de acuerdo
al orden de elucidén en el gradiente de NaCl, 0,08-0,1 My 0,2 M,
respectivamente. Ambas quinasas son solubles, presentan la misma
estructura tetramérica y el mismo mecanlismo de activaciédn en pre-
sencia de AMPc.

Prototipos de ambas quinasas han sido purificados a ho-
mogeneidad: la quinasa de musculo esquelético de conejo (tipo I)
v la quinasa de misculo 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 tamafio de las subunidades regula-
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torias: 47-49 K para RI y 55-56 K para RII. Las subunidades cata-
liticas son idénticas con un peso molecular de 38 K (87). Mapas
peptidicos 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 AMPc disociéndose a
bajas concentraciones del nucleétido; también la histona se une a
RI e induce la disociacién. En cambio, PKII se disocia solamente
en presencia de altos niveles de AMPc. Aparentemente, la unidén
del AMPc a PKI y PKII tiene una cooperatividad débilmente positi-
va (90).

Las dos enzimas difieren en su afinidad por el ATP. RI
une ATP con alta afinidad (50 pM); esto se debe a gque la serina
95 presente en RII estd reemplazada por una alanina en RI (84).
Significativamente, el complejo Mg-ATP estimula la reasociacién
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 reaccién lenta catalizada por la quinasa
de proteinas dependientes de GMPc (91). Ambas quinasas se activan
preincubando con alta sal, en ausencia de AMPc, que desplaza el
equilibrio hacia la disociacién. Ademés, la alta sal impide la

reasociacién de RII (83).

VII.2.A.3.2. Autofosforilacién de RIIL

La subunidad RII se autofosforila en una reaccién intra-
molecular y dicho sitio de autofosforilacidén presenta grandes se-
mejanzas con otros sustratos fosforilados por la quinasa. PKII
incorpora 1 mol de fosfato del ATP en cada uno de los residuos
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serina 95 del dimero de R. El Km para el ATP para esta reaccién
es de 0,7 puM, bastante menor que la concentracién fisioldgica de
ATP, por 1o cual la proteina RII predomina en la forma fosforila-
da. La fosforilacién reduce la movilidad electroforética de 1la
proteina, siendo 54 K el peso molecular de la enzima defosforila-
da, vy 56 K el de la fosforilada. Existen otros sitios en RII que
pueden fosforilarse in vitro e In vivo por la caseina quinasa 11
o por la glucdgeno sintetasa quinasa 5 (serinas 74 y 76), ademas,
la glucédégeno sintetasa quinasa 3 fosforila las serinas 44 y 47.
Hasta el momento, no est& claro sl estas fosforilaciones inter-
vienen en la regulacién de la enzima.

La PKII fosforilada o defosforilada une 2 moles de AMPc
por monémero regulatorio y se disocia hasta el mismo nivel, cual-
quiera sea la concentracién de AMPc. Sin embargo, la RII defosfo-
rilada se reasocia 5 a 8 veces mas rapido que la RII fosforilada.
La concentracién de AMPc debe caer hasta diez veces para lograr
la misma reasociacién que la RII no fosforilada. La enzima fosfo-
rilada potencia el efecto disociante del AMPc. La reasoclaciédn
involucra la formacién de un trimero cuyo peso molecular es de
137 K. La RII fosforilada puede defosforilarse por accién de fos-
fatasas que actuan sobre la subunidad libre, pero no sobre la ho-
loenzima (93). Blumenthal y colaboradores (93) han descripto una
fosfatasa de proteinas dependiente de calmodulina que in vitro
defosforila la subunidad RII.

VII.2.A.3.3. Diferencias inmunolégicas

Antisueros obtenidos contra la subunidad RII de corazén
reaccionan con RII y con la holoenzima RII2Cz pero no con RI o
RI2C2z y viceversa, demostrando que los determinantes antigénicos

varian 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 localizacién inmunoci-
toquimica especifica de RI y RII que varia de especie a especie
(94). Ademas, se observaron niveles alterados de RI y RII en cé-
lulas que modifican su potencial proliferativo,como en el caso de
la transformacidén y diferenciacién (95). Existe una expresiédn di-
ferencial de RI y RII durante el desarrollo y en distintas fases

de la progresidén del ciclo celular.

VII.2.A.4. Homologia y evolucidén de las subunidades RI
vy RII

Ambas subunidades regulatorias, RI y RII, presentan tres
dominios funcionales y una regién susceptible al ataque proteoli-
tico. Esta regidén, rica en prolina, a la cual se denomindé "regién
bisagra”, separa un dominio aminoterminal pequefio de un dominio
carboxiterminal mayoritario.

El sitio de autofosforilacién de RII y el sitio de RI
que se fosforila in vitro por la quinasa de proteinas dependiente
de GMP ciclico se localiza en la regién bisagra (81). Cercano al
sitio de autofosforilacién de RII se encuentran dos regiones muy
acidas, que comprenden los aminoacidos 73 a 83 y 104 a 111. Se
cree que pueden estar involucradas en la interaccién con la subu-
nidad catalitica que es una proteina muy basica. Existen eviden-
cias de que los aminoacidos 91 y 92 (asp-arg) son imprescindibles
para la interaccién de RII con la subunidad catalitica. Al estar
presente, C protege a R de la degradacién por proteasas (88).

Por protedlisis limitada de RI y RII, se obtiene un
fragmento aminoterminal de 134 aminodcidos, bloqueado en el ex-
tremo por un acetilo. En este fragmento se encuentra el dominio

de dimerizacidén de R, que se ha sugerido es el responsable de la
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unién no-covalente de la holoenzima a organelas celulares, pu-
diendo servir para compartimentalizar la enzima en la célula
(85). E1 fragmento carboxiterminal restante, contiene dos secuen-
cias con alta homologia interna, en las gque se encuentran los si-
tios de unién a AMPc.

Takio y colaboradorees (88) obtuvieron la secuencia ami-
noacidica de la subunidad RII obtenida de corazén bovino. La se-
cuencia comprende 400 aminoécidos, 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 asimetria de la subunidad RII. Existen dos zonas con
alta homologia interna entre los aminoacidos 135 a 256 y 257 a
400, que probablemente se han originado por la duplicaciédn en
tandem de un gen ancestral. Las secuencias més homdélogas, que
comprenden los residuos 202 a 215 y 332 a 345, son los sitios de
unién a AMPc. Existe otro par de secuencias homélogas entre los
residuos 60 & 87 y 90 a 117, que incluyen el sitic de autofosfo-
rilacién y las regiones acidicas. Estas secuencias pueden haber
surgido por duplicacién génica o ser el resultado de una conver-
gencia evolutiva para optimizar la interaccidén electrostatica con
la subunidad catalitica.

En 19884, Titani y colaboradores (89) secuenciaron la
subunidad RI. Dicha proteina estd 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 asimetria de la proteina. RI también tiene bloqueado
el extremo aminoterminal y posee dos secuencias con alta homolo-
gia en el dominio carboxiterminal, que comprenden los aminoéacidos
135 a 252 y 253 a 379. Las secuencias de mayor homologia, que in-
volucran los aminoacidos 201 a 208 y 325 a 332, son los sitios de

unién a AMPc. E1 grupo fosfato del AMPc se une con las argininas
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210 y 334, y la ribosa forma puentes de hidrégeno con la alanina
212, la arginina 336 y con las cadenas laterales de los glutami-
cos 201 y 325.

El paralelismo entre las funciones regulatorias y los
sitios de unién a AMPc de las subunidades RI y RII también se ob-
serva en las secuencias aminoacidicas y en la organizacién 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 quimicas que las ca-
racterizan.

Se han alineado las secuencias de RI y RII con la quina-
sa dependiente de GMP ciclico (96). Existe poca homologia en 1la
regién aminoterminal; las marcadas diferencias en el extremo 5°
sugieren que esta regidén se ha derivado de distintos rearreglos
génicos o ha sufrido modificaciones posteriores. Dado que el
fragmento aminoterminal incluye la regién de dimerizacidén, es po-
sible que las diferencias se hayan acumulado para asegurar las
interacciones R-R entre subunidades homdélogas y evitar los hibri-
dos RI-RITI (97).

La regién de mayor homologia es el fragmento carboxiter-
minal, donde se encuentran los sitios de unién a AMPc. Estos do-
minios son claramente homdélogos en RI y RII, en la quinasa depen-
diente de GMPc y en menor grado en la proteina CAP de E£. coli. Se
puede proponer que RI, RII y la quinasa de GMPc contienen dos do-
minios de unién a nucledétidos, cada uno de ellos con una estruc-
tura terciaria similar a la de la proteina CAP.

Mc Kay vy Steitz (98a) determinaron la estructura crista-
lina de la proteina CAP de E£. coli. Es una proteina dependiente
de AMPc que actia a nivel de la transcripcién. CAP se une al ADN
en secuencias especificas en presencia de AMPc y regula la trans-
cripcién de los operones lactosa, galactosa y arabinosa C. En au-
sencia de AMPc s6lo une ADN inespecificamente.
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Los cristales de CAP contienen una molécula de AMPc por
subunidad de la proteina dimérica. El1 sitio de unién del AMPc se
localiza en un bolsillo profundo situado en el dominic aminoter-
minal de CAP. Este bolsillo se forma entre un enrollamiento tipo
B formado por ocho cadenas 8 y dos a-hélices largas.

Cada molécula de AMPc esta sepultada dentro de la prote-
ina. El grupo fosfato del AMPc forma 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 homologia entre ciertas secuencias de
CAP y dos secuencias repetidas de RII. El1 perfil hidropatico in-
dica un enrollamiento similar en RII y CAP. Muchos aminoacidos en
contacto con el AMPc estan conservados, las argininas 213 y 343
de RII son homdélogas y probablemente cumplan la misma funcién que
la arginina 82 de CAP. La mayor homologia ocurre entre las cade-
nas B2 y B7 que comprenden los aminoacidos 30 a 89 de CAP. Esta
regién comparte un 45% de homologia con la primera regién homdlo-
ga de RII v un 46,7% con la segunda (98b).

Esta homologia entre CAP y RII sugiere que el dominio
del AMPc es una estructura conservada en ambas proteinas. El pre-
cursor ancestral comin de la proteina con capacidad de unir AMPc
ha evolucionado en un receptor o transductor de los niveles de
AMPc en bacterias y mamiferos. En amboes casos, han desarrollado
distintas respuestas, mediadas por AMPc, ante la disminucidn de
los niveles de glucosa. En procariotes, el dominio de unién del
AMPc esta adosado a un dominio de unién al ADN; este ultimo com-
parte homologias estructurales y de secuencia con represores de
bacterias y virus. En mamiferos, el dominio del AMPc es parte de

una subunidad que regula la actividad de la primera enzima de la

via glucolitica.
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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
comparacidén puede adelantar alguna evidencia sobre la evolucién
de dicha subunidad. La subunidad R de D. discoideum carece de los
primeros 70 aminodcidos del extremo aminoterminal que correspon-
den al dominio de dimerizacién, lo cual indicaria que la R de
Dictyostelium es un mondémero.

La regién bisagra presente en RI y RII, con la cual in-
teractua la subunidad catalitica, se ha conservado en Dictyoste-
lium; por ello, se pudo reconstituir una holoenzima heterdéloga
con subunidades provenientes de D. discoldeum y de mamiferos. La
regién de mayor homologia es el extremo carboxiterminal, donde se
localizan los sitios de unidén a AMPc. Los autores propusieron que
la presencia de dos dominios de unién a AMPc en Dictyostelium in-
dicaria que la duplicacidén a partir de un putativo "gen ances-
tral” fue anterior a la adquisicién de un dominio dimérico. Ade-
mads, postulan que el gen ancestral tenia poca afinidad por el
AMPc, dado que el sitio presente en la proteina CAP une el nu-
cledétido en el rango micromolar.

En el modelo propuesto, el gen ancestral adquiridé un si-
tio de interaccidén con la subunidad catalitica, y luego, uno de
los sitios de unién a AMPc aumenté su afinidad por el nucledtido
al rango nanomolar. Posteriormente, el segundo sitio mejoré su a-
finidad, lo que permitié a la actual quinasa de mamiferos una
flexibilidad regulatoria adicional, a través de la cooperatividad

entre sitios.
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VII.2.A.5. Heterogeneidad de RII

El prototipo de RII es la subunidad regulatoria de 1la
quinasa de corazén bovino. Sin embargo, se detectdé un segundo ti-
po de RII en cerebro, que se denominé RII meural. Ambos tipos de
RII se autofosforilan pero presentan diferencias antigénicas en
ensayos de competencia por radicinmuno y diferencias en algunos
aminoacidos. Esta nueva isoforma de RII tiene un peso molecular
de 51-52, esta presente en cerebro, ovario, parétida y tejido a-
drenal, pero no se detectd en corazén o higado. En ovario, la
RIIs1, se induce por estradicl, hormona foliculo estimulante vy
por AMPc, aumentando hasta diez veces su concentracién en folicu-
los pre-ovulatorios.

Existen tres variantes isceléctricas de la proteina
RIIs1 presentes en extracto de células granulosas de ovario
(RIIs1, RIIsi.s y RIIs2), y en cerebro que son estructural e in-
munolégicamente semejantes. Ademés, se encuentra una subunidad,
denominada RIIss4, estructuralmente distinta a RII51, que es simi-
lar a la RII de corazén. Probablemente las distintas variantes i-
soeléctricas de RIIs1 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 RIIs2. Aparentemente, las dos RII son productos de
dos genes diferentes mas que un procesamiento diferencial de un
solo gen. Jahnsen y colaboradores (97) han secuenciado la subuni-
dad RIIsi. En ella se han conservado los dominios funcionales
presentes en la RII de corazén, incluyendo el dominio de dimeri-
zacién, el sitio antigénico, el sitio de autofosforilacidén, y los

sitios de unién a AMPc.
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En la regién bisagra se ha sustituido una treonina por
una arginina, lo cual no impidié la interaccién de RIIs1 con la
subunidad C en ensayos de reconstitucién. Las mayores diferencias
entre RIIs1 y RII se encuentran en el fragmento aminoterminal. No
existe homologia entre los aminodcidos 45 a 87; ello puede ser
importante para la localizacién intracelular de la enzima. Ade-
mas, los residuos serina fosforilados en RII de corazén por las
glucdgeno sintetasa quinasas 3 y 5 (serina 44, 47 y 74) y por la
quinasa de caseina (serina 74 y 76) estan sustituidos por otros
aminodcidos en RIIsi. Por su parte, RIIs1 posee varios residuos
treonina especificos.

La alta concentracién pre-ovulatoria de RIIs1 sugiere
que dicha enzima cumple un papel clave en la regulacién mediada

por AMPc de la diferenciacién de las células de la granulosa.

VII.2.A.6. Roles de PKI y PRIl

La existencia de dos isoenzimas sugiere una funcidén di-
vergente que debe pertenecer a procesos béasicos del metabolismo
celular, ya que estan presentes tanto en células proliferativas
como no proliferativas, y en células diferenciadas y no diferen-
ciadas. »

Se observé que RI presenta una alta tasa de renovacidén
celular, como resultado de una elevada sintesis y degradacién,
qQue es seis veces mayor que la de RII. Ambos tipos de R estan su-
jetos a protedlisis limitada que ocurre en una regién definida,
identificada como regién “bisagra” que sdélo esta expuesta en la
subunidad regulatoria libre. Existen evidencias de que la degra-
dacién se regula por la frecuencia de activacidén. Para mantener

los niveles de RI debe inducirse una sintesis compensatoria en
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respuesta a cada ciclo de activacién-deactivacidén. El alto recam-
bio de RI sugiere que PKI responde mas eficientemente que PKII a
aumentos moderados de AMPc (101a).

Varias lineas celulares se estimularon con hormonas y
luego se analizaron las qulnasas de proteinas por cromatografia
de intercambio. Los resultados indican que PKI se activa selecti-
vamente a bajas concentraciones de AMPc y modula la respuesta ce-
lular a través de la fosforilacién de enzimas claves. PKII, en
cambio, se activa con altas concentraciones de AMPc, permitiendo
la induccién de enzimas claves por activacidén de genes especifi-
cos. Se enfrenta asi la modulacién enzimatica (PKI) versus la mo-
dulacién génica (PKII). Se ha demostrado asociacidén especifica de
PKII con el aparato de Golgi y centrosomas (101b).

Aparentemente, existen roles funcionales selectivos para
las subunidades regulatorias, ademés de inhibir la subunidad ca-
talitica. 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 asi el efecto catalitico de la quinasa.

Se ha propuesto que los efectos del AMPc en la trans-
cripcién de genes 1nvolucran cambios en la fosforilacién de pro-
teinas del ADN catalizados por la subunidad catalitica de la PK-
AMPc, y que esta fosforilacién se correlaciona con un aumento en
la actividad transcripcional (103,104,105). A su vez, en células
cromafines de médula adrenal, se observé la traslocacidén de subu-
nidades cataliticas al nucleo luego de la disociacién de la qui-
nasa. Estas actuan modulando la expresién del cédigo genético pa-
ra la produccién de tirosina hidroxilasa (106,107). También se
propone que existe un efecto mediado por R a nivel de genes, dado
que aumenta la proporciédn de RI y RII en el nucleo, en respuesta
a altos niveles de AMPc, durante la transcripcién (108). Dada la
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