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RESUMEN

En este trabajo, se han caracterizado distintos aspectos del metabolismo de
poliaminas en el parasito tripanosomatido C.fasciculata, poniendo especial énfasis
en la enzima omitina decarboxilasa (ODC), que cataliza el primer paso en la
sintesis de estas sustancias.

El transporte de poliaminas al interior del parasito es muy bajo, y solo se ve
aumentado cuando se expone a los cultivos a un inhibidor de la ODC, como es el
difluorometilornitina (DFMO). Este dato indicaria que en condiciones normales, la
maquinaria biosintética del parasito es suficiente para satisfacer sus
requerimientos, pero que al someter a C.fasciculata a un ayuno de poliaminas por
bloqueo de su biosintesis se produce una marcada induccion de la entrada de estas
sustancias desde el medio externo.

La enzima fue ampliamente caracterizada desde el punto de vista bioquimico
y molecular. Se clono y secuencié en su totalidad, determinandose a partir de estos
datos su PM y las zonas que podrian ser importantes desde el punto de vista de su
regulacion “in vivo”.

Por altimo se estudi6 la resistencia a DFMO del parasito y se determino que
este fendomeno no produce diferencias sustanciales en la expresion del gen de ODC.

Todas estas observaciones nos llevan a pensar que la enzima ODC de este
parasito tiene propiedades que la hacen distintiva entre las estudiadas hasta el
momento en otras c€lulas, y abren un nuevo capitulo en el estudio general de la
estabilidad enzimatica.
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Polyamine Metabolism in Crithidia fasciculata.
Characterization, cloning and sequencing of ODC enzyme.

Key words: Polyamine, ODC, Crithidia fasciculata, PEST region.

In this work, different aspects of polyamine metabolism in the
trypanosomatid parasite Crithidia fasciculata have been characterized, with
special emphasis in omithine decarboxilase (ODC), which catalyses the first
step in the biosynthesis of these substances.

Polyamine transport inside the parasite is very low, but it is strongly
increased when the cultures are exposed to an ODC inhibitors, like
difluoromethilornithine (DFMO). This data could indicate that in normal
conditions, the biosynthetic machinery of the parasite is enough to satisfy their
requirements, but when C. fasciculata suffers polyamine starvation, by
blocking their biosynthesis, there is a great induction of the transport of these
substances from the external medium.

The enzyme was characterized from the biochemical and molecular point
of view. It was cloned and sequenced, and the molecular weight , and some
regions that could be considered important for its “ in vivo” regulation were
determined from the sequence.

Last, we studied the resistance to DFMO, and we determined that this
fenomena does not produce substancial differences in the expression of the
ODC gene.

Taken all together, these observations allow us to state that the ODC
enzyme from this parasite has propertiers that make it different from the other
studied up to this moment, opening a new chaper in the general study of
enzyme stability.



INTRODUCCION

POLIAMINAS
|- RESENA HISTORICA.

En 1678 Antonie van Leeuwenhoek describié en su famosa carta a la
Royal Society en Londres el primer analisis microscopico de los
espermatozoides humanos (Leeuwenhoek,1678). Tambien describid la
formacion gradual de cristales incoloros en el fluido seminal, que recien
cien afios mas tarde fueron conocidos como “espermina’ (Landeburg,
1888). La sustancia se purificdé y mas tarde fue sintetizada por el grupo de
Rosenheim (Rosenheim, 1924). Aun se desconoce la funcion fisiolégica de
altas concentraciones de espermina en el semen. Mientras se aislaba la
espermina, se descubrié un compuesto relacionado: la espermidina (Dudley,
1924). A partir de animales en decomposicion se aislé otro compuesto
relacionado, al que se le di6 el nombre de putrescina debido a su origen'y a
su potente olor.

2- CARACTERISTICAS GENERALES:

Las poliaminas son moléculas organicas sencillas, de bajo peso
molecular, ampliamente distribuidas en todos los seres vivos. A pH
fisioldgico se encuentran como policationes, lo cual les permite interactuar
con moléculas cargadas negativamente como acidos nucleicos, proteinas y
fosfolipidos. Ademas, su esqueleto carbonado les permite interactuar
hidrofobicamente con estructuras como las membranas celulares (Frydman,
1990).

Las poliaminas mas comunes son la putrescina (1,4 diaminobutano),
la espermidina (N-aminopropil 1,4, diaminobutano) y la espermina (N,N’-
bisaminopropil 1,4- diaminobutano).

HzN'CHICHz'CHz'CH 7NH; Putrescina
HyN-CHy-CHyCH,-NH-CH 7CHyCHyCH7NH; Espermudina

HyN-CHy-CH-CH,-NH-CH yCHyCHy CHyNH-CH7CHyCHzNH;  Espermina



Tambien existen en la naturaleza otras poliaminas “no comunes”. En
la bacteria Thermus thermophilus (Oshima 1983, Oshima 1991) y otras
termofilas fueron descriptas una gran variedad de poliaminas nuevas como
la norespermidina (caldina), la norespermina (termina), la caldopentamina y
la  homocaldopentamina. Aparentemente estos compuestos serian
sintetizados cuando estos microorganismos crecen a muy altas temperaturas,
y serian esenciales para estabilizar distintas macromoléculas , como asi
tambien para una fiel sintesis proteica.

La cadaverina (1-5 diaminopentano) y la aminopropilcadaverina han
sido 1dentificadas en varios organismos como Neurospora crassa y E.coli.

HyN-CHy-CHyCHyCHyCHyNH, Cadaverina

HyN-CH7CH7CHyHN-CHy-CHyCH7CHCHyNH) Aminopropicadaverma

Cadaverina y aminopropilcadaverina se encuentran en mayor
concentracion en mutantes auxotrofas para poliaminas. Tambien se han
encontrado concentraciones muy altas de estas poliaminas en plantas
leguminosas (Gamamnik et al., 1991; Smith, 1975) en las que podrian
participar en las distintas rutas metabolicas que conducen a la biosintesis de
alcaloides.

3- FUNCION EN LA NATURALEZA.

Aunque esta claro que la presencia de las poliaminas es esencial para
el desarrollo celular, aun no se han podido establecer completamente sus
funciones “in vivo”. Participan en una gran cantidad de procesos biologicos
como la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Algranati et al., 1977),
estabilidad de las membranas bioldgicas (Mogh, 1959 ) y la regulacion de
protein kinasas (Kuehn et el.,1983; Jacob et al., 1983).

Ademas, pese a que en la naturaleza se encuentran en forma libre, se
las puede encontrar como derivados acetilados, conjugados con otros
compuestos fisiologicos, formando parte de moléculas complejas o
alcaloides, y unidas a estructuras macromoleculares (Tabor et al., 1976;
Bachrach,1973).
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El esquema muestra el camino de biosintesis y degradacion de las
poliaminas. En celulas de mamiferos, eucariontes inferiores, hongos y la
mayoria de los protozoarios, la unica ruta para la biosintesis de putrescina
mmvolucra la enzima ornitina decarboxilasa, ODC (EC.4.1.1.17) En plantas
y bactenas el panorama es un poco diferente: la primera de las poliaminas se
puede sintetizar a partir de ornitina por accion de la ODC, o
indirectamente, via arginina y arginina decarboxilasa (ADC), a traves del
intermediario agmatina (Morris et al., 1966; Smith, 1985).

En células animales el aminodcido ormitina puede ser tomado del
plasma o bien sintetizarse intracelularmente a partir del aminoacido arginina
a traves de una reaccién enzimatica catalizada por la arginasa. Una vez
decarboxilada la ornitina por accion de la ODC, se le adiciona un grupo
aminopropilo  mediante una  reacciébn  catalizada por una
aminopropiltransferasa, la espermidina sintasa. A la espermidina se le
agrega un nuevo grupo aminopropilo, esta vez a traves de una segunda
amipropiltransferasa, originando la espermina. El compuesto dador de
grupos aminopropilos es S-adenosilmetionina decarboxilado, que a su vez se
forma a partir de S-adenosilmetionina por accién de la enzima S-
adenosilmetioninadecarboxilasa (AdoMetDC).

Las reacciones enzimaticas catalizadas por las
aminopropiltransferasas son irreversibles, pero tanto la espermina como la
espermidina pueden ser convertidas en putrescina por la accion sucesiva de
dos enzimas: la espermidina/espermina-N-acetiltransferasa (SAT) y la
poliaminooxidasa (POA). SAT cataliza la conversién de espermina en N-
acetilespermina, siendo acetidCoA el dador del grupo acetilo. El compuesto
N-acetilespermina es degradado por la accion de POA, originando
espermidina y 3-acetamidopropanal. De la misma manera, la espermidina es
sustrato de la SAT,originando finalmente putrescina y 3-acetamidopropanal.



5- CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA
BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

5.1 ORNITINA DECARBOXILASA

Como se menciond, la ODC cataliza el paso limitante en la
biosintesis de poliaminas, sugiriendo que todo el proceso esta estrictamente
modulado, un concepto que ha sido confirmado en las ultimas dos décadas.
Esta es una enzima dependiente de piridoxal fosfato (PLP) que se
caracteriza por rapidos cambios en su nivel, en respuesta a varios estimulos
tréficos (Tabor et al., 1976, 1984; Pegg,1982).

El analisis del DNA genomico de ratén por Southern blot revel6é que
las sondas de cDNA hibridizaban con multiples loci (McColongue et al.,
1984; Kahana et al., 1984; Gupta et al., 1985) indicando la presencia de una
familia de genes. En lineas celulares con el gen de la ODC amplificado por
el agregado del compuesto a-DFMO, inhibidor especifico e irreversible de
la enzima, se observd que solo se amplificaba un fragmento de 6-7 Kb, lo
que indicaria que hay sélo un gen activo en el genoma, y que las otras
bandas corresponderian a pseudogenes (Kahana, 1989; Coffino, 1989).

El gen esta compuesto por 11 intrones, dos de ellos ubicados en la
region 5° no traducida. En esta region se encontré una TATA box canonica,
una secuencia consenso responsable de la union del factor transcripcional
SP1 y otra de union para cAMP. Ademas, esta zona resulté ser muy rica en
G+C. El dltimo exon (numero 12) tiene dos secuencias de poliadenilacion
(AATAAA).

Las células de ratdon expresan dos tipos de transcriptos, uno de 2 a
2.4Kb, y otro de 2.6 a 2.7Kb ( Heby et al., 1990), probablemente surgidos a
partir de los dos sitios de poliadenilacion mencionados anteriormente. El
mensajero tiene una region lider no traducida de 312 6 313 nucleodtidos,
muy ricos en G+C, especialmente entre las posiciones -297 y -196, donde
85 de 102 bases son guanina o citocina. Esta composicion de bases en el
mensajero probablemente dé lugar a estructuras secundarias estables.
Algunos autores postulan que las poliaminas se unirian a estas regiones,
alterando la estructura secundaria, y modulando asi su propia sintesis
(Coffino et al., 1986, Grens et al., 1990).
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La ODC se encuentra en muy bajas concentraciones en las células,
representando solo el 0.0001% de la fraccion proteica citoplasmatica. Ha
sido clonada a partir de un gran numero de organismos; entre oOtros:
Escherichia coli (Boyle et al., 1994), varias especies de mamiferos: Mus
musculinus (raton) (McConlogue et al.,1984), Rattus novergicus (rata)(van
Kranen et al., 1987) Homo sapiens (hombre)(Hickok et al., 1987), Bos
taurus (bovino)(Yao et al., 1995); los nematodes Caenorhabditis elegans
(Macrae et al., 1995) y Panagrellus redivivus (Von Besser et al.,, 1995);
insectos: Drosophila melanogaster (Rom et al., 1993), levaduras:
Saccharomices cerevisiae (Fonzi et al.,, 1987); los tripanosomatidos
Leishmania donovani (Hanson et al., 1992) y Trypanosoma brucei
(Phillips et al., 1987); hongos Neurospora crassa (Williams et al., 1992),
existiendo entre estas enzimas una gran diferencia de tamario y de identidad
en secuencia de aminoacidos. La ODC de mamiferos se encuentra
naturalmente formando un homodimero.



Identidad (%) Tamariio del monomero
numero de aminoacidos

Mus musculinus 100 461
Rattus novergicus 99 461
Homo sapiens 95 461
Bos taurus 94 461
Trypanosoma brucei 64 445
Saccharomices cerevisiae 47 466
Drosophila melanogaster 43 394
Caenorhabditis elegans 43 422
Panagrellus redivivus 43 435
Leishmania donovani 41 707
Neurospora crassa 41 484
Escherichia coli 15 732

La ODC de mamifero es una de las enzimas mas inestables conocidas
hasta el momento, con una vida media menor a los 30 minutos (Hayashi et
al.,, 1995). Tiene dos regiones (aminoacidos 298-333 y 423-449) que son
muy ricas en los aminoacidos prolina (P), glutdmico (E), serina (S) v
treonina (T) que se han denominado “regiones PEST”. Estas regiones,
fundamentalmente la que esta localizada en el extremo 3’ del gen, se cree
que son las responsables de su rapida degradacion intracelular (Rogers et
al., 1986). Se pudo transformar la ODC de mamiferos de una proteina con
corta vida media intracelular a una estable, eliminando solamente los
altimos 37 aminoacidos de su extremo carboxilo terminal (Ghoda et al.,
1989). Por otro lado, se demostré que la proteina de 7. brucei, que tiene
una vida media de alrededor de 6 horas, se podia transformar en inestable,
construyendo una proteina quimérica, con el agregado del extremo 3’ de la
ODC de mamifero (Ghoda et al., 1990).

En la pagina siguiente se ve un esquema de las enzimas ODC de
raton v T.brucei, v la enzima AdoMet DC. En todos los casos la zona
marcada en negro indica la region PEST.
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Se ha determinado la localizaciéon del sitio activo. La regiéon
comprendida entre los aminoacidos 290 a 340 conforman un dominio
altamente hidrofilico (Heby et al., 1990). Esta regién se halla muy
conservada en las ODC provenientes de rata, ratdon, células humanas,
T.brucei y L. donovani. Se realizaron estudios de union a DFMO
radioactivo, y se determiné que la cisteina en posicion 360 se une
covalentemente al compuesto. Esa cisteina se halla comprendida en el
nonapéptido WGPTCDGL(I)D conservado en todas las proteinas
mencionadas anteriormente. La region que contiene los primeros 423
aminodcidos es la que mantiene la capacidad catalitica (Ghoda et al., 1989).

Por otro lado, una lisina ubicada en la posicion 69, y que esta
comprendida en la region PFYAVKCN, seria la responsable de formar una
base de Schiff reversible con el cofactor PLP. Esta secuencia se halla muy
conservada tambien entre las especies mencionadas anteriormente (Poulin et
al.,1992).

5.2 S-ADENOSILMETIONINA DECARBOXILASA

La AdoMetDC, al igual que la ODC, se encuentra a muy bajas
concentraciones en las células, pero es inducida por estimulos de
crecimiento (Heby et al.. 1990). Al igual que en el caso de la ODC, los
analisis de Northern blot revelan dos mensajeros de distinta longitud, de 1.7-
2.4 y otro de 3-3.6 Kb, que se atribuyen a la presencia de dos sitios de
poliadenilacion (Marie et al., 1992). Estos mensajeros se expresan en forma
diferencial dependiendo de la especie,el tejido y las condiciones fisioldgicas.



El mensajero tiene una secuencia no traducida muy rica en G y C, que
podria formar estructuras estables.

La AdoMetDc es la tnica dentro del grupo de decarboxilasas de
mamiferos que utiliza un piruvato unido en forma covalente como cofactor,
en lugar de PLP (Pegg, 1977). Se sintetiza como una proenzima de 38.4 kD,
y posteriormente se cliva en dos subunidades de 30.7 y 7.7 kD
respectivamente. El clivaje ocurre entre los residuos de glutamina 67 y
serina 68. Luego del clivaje, la glutamina se transforma en el extremo
carboxilo terminal de la subunidad pequeiia (subunidad ) mientras que la
serina se convierte en piruvato y queda situada en el extremo amino terminal
de la subunidad grande (subunidad o) (Stanley et al., 1989). La enzima
nativa contiene dos subunidades o y dos B, formando por lo tanto un
heterotetramero. La putrescina estimula el clivaje de la proenzima, y
tambien aumenta la actividad de la enzima disminuyendo el Km por el
sustrato AdoMet. Tambien es de rapido recambio, con una vida media de
menos de una hora (Heby et al., 1990; Pegg, 1984). Tiene una region PEST
en la subunidad o, aunque los factores que afectan su regulacion no estan
muy estudiados.

5.3 ESPERMIDINA/ESPERMINA N-ACETILTRANSFERASA:

Los niveles de esta enzima son normalmente muy bajos, pero
aumentan rapidamente por poliaminas 6 sus derivados. La enzima se
expresa como un monomero de 20kDa, y aparentemente no sufre
modificaciones post-traduccionales. En su forma activa probablemente
existe como un dimero 6 un tetramero, y tiene una vida media de alrededor
de 30 min, aunque no se le han encontrado secuencias PEST, como en otras
proteinas de rapido recambio (Xiao et al., 1995). Se expresa como un unico
transcripto de 1.3 kb, que contiene un marco de lectura abierto de 171
aminoacidos. Es llamativo que la SAT, al igual que la ODC y la AdoMet
DC, tiene una larga region 5’ no transcripta muy rica en G y C. Entre todas
las SAT estudiadas hasta el momento, existe una regién ain mas conservada
que la secuencia de la zona traducida, localizada 120 nucleotidos rio arriba
del primer AUG. Aun se halla en estudio el papel que juega esta secuencia
tan conservada en el control transcripcional de la SAT (Xiao et al., 1995).



6- INHIBIDORES DE LA ORNITINA DECARBOXILASA:

6.1 INHIBIDORES REVERSIBLES:

Los prnimeros inhibidores que se han descripto para la ODC, son
principalmente analogos estructurales de la ornitina y la putrescina, y su uso
brind6 informacion muy valiosa sobre los requerimientos de unién al sitio
activo, a pesar de que en muchos casos no eran lo suficientemente eficaces
como para modificar los niveles intracelulares de poliaminas (Mamont et al.,
1980; Stevens et al, 1980). Dos compuestos fueron de particular
importancia en este aspecto, la a-metilornitina y la «-hidrazinoomitina.
El primero es un inhibidor competitivo, que puede ser utilizado para
bloquear la acciéon de ODC en aquellos cultivos donde la concentraciéon de
ornitina es baja, pero no es lo suficientemente activo para uso general. El
otro, por el contrario, es un inhibidor muy potente, pero reacciona con el
PLP, por lo tanto carece de especificidad. Se encontrd6 que ambos
inhibidores estabilizan a la ODC en el interior de las células, y por ende
disminuyen su efectividad. Otro inhibidor preparado con la esperanza de
que actuara como un “ejemplo de multisustrato”, fue el N-(5’-
fosfopiridoxil)-ornitina. Resulté ser un buen competidor del PLP, aunque
era captado en muy baja cantidad por las células.

Tambien se han descripto algunas aminas que tienen actividad
inhibitoria sobre la ODC, entre ellas la 1,4-diaminobutanona, analogo
estructural de la putrescina. Este compuesto es inhibidor competitivo de la
ODC, causa una disminucion en el contenido intracelular de espermidina y
espermina, y es capaz de activar a la AdoMetDC; sin embargo se vié que
muchas de estas aminas no solo afectaban a la ODC sino tambien a la
AdoMetDC vy a la espermidina sintasa (Stevens et al., 1977).



6.2 INHIBIDORES IRREVERSIBLES:

El primer inhibidor de la ODC realmente util, fue el
difluorometilornitina (DFMO). Fue disefiado como un inhibidor irreversible
activado por la enzima (Metcalf et al., 1978). Es un analogo estructural de la
ornitina, al que se le reemplazé un hidrégeno del carbono en posicion o por
un metilo con dos fluoruros. Este compuesto es reconocido y decarboxilado
por la ODC.

COOH COOH
/\/\< B N/\O<
H,N NH, z F,CH NH;
ORNITINA DFMO

Una vez decarboxilado, da lugar a un compuesto altamente reactivo,
que reacciona con un residuo de cisteina situado en posicion 360 (que
estaria involucrado en el sitio activo), quedando unido covalentemente a la
enzima (Poulin et al., 1992).
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7- INHIBIDORES DE LA S-ADENOSILMETIONINA DECARBOXI-
LASA

El agente antileucémico metilglioxal bis (guanilhidrazona) (MGBG)
es un potente inhibidor de la enzima (Williams-Ashman et al., 1972). Es un
inhibidor competitivo de la AdoMetDC activada por putrescina. A pesar de
ser un inhibidor muy potente, no es demasiado especifico, ya que tambien
inhibe a la diamino oxidasa, induce a la SAT, y ejerce una variedad de
efectos toxicos en la mitocondria. Ademas, estabiliza a la AdoMetDC,
previniendo su degradacién y aumentando su vida media mas de diez veces.
Recientemente, se han sintetizado analogos del MGBG, que son inhibidores
mas potentes y especificos; el que ha dado mayor resultado es el
4-amidinoindan-1-uno 2’amidinohidrazona (CGP 48664) (Regenass et al.,
1994).

Otro tipo de inhibidores que se utilizo fueron compuestos nucleosidos
analogos de la AdoMet 6 la AdoMetDC, como es la Z-Abe-Ado (Casara et
al., 1989). Esta molécula reacciona con el piruvato de la subunidad a, y a
traves de una transaminacion lo transforma en alanina (Shantz et al., 1992).
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8- REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

De todas las enzimas involucradas en los sucesivos pasos metabolicos
que conducen a la biosintesis de poliaminas, son importantes desde el punto
de vista regulatorio la ODC, la AdoMetDC y la SAT. La POA y las
espermidina y espermina sintasas se sintetizan en forma constitutiva, y se
hallan siempre en exceso en el interior de las células.
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8.1 REGULACION DE LA ODC

La ODC, que cataliza el primer paso que conduce a la sintesis de
putrescina, es la enzima mas regulada. En células de mamiferos es una
proteina minoritaria (el 0.0001% del total), pero su actividad aumenta
cientos de veces luego de un estimulo hormonal, por factores de crecimiento
6 induccion de la regeneracion tisular (Porter et al., 1987). Este cambio en
la actividad puede ser producido por una variacion en la velocidad a la que
se transcribe el mensajero, o por amplificacion del gen de la ODC por algun
estimulo exdogeno como el agregado de alguna droga inhibitoria (Hayashi,
1989, Hanson et al.,1992); tambien puede suceder que la enzima se
modifique de algun modo que aumente su afinidad por el sustrato.

Por otro lado, tambien existen mecanismos de regulacion que
disminuyen la actividad de la enzima, como la interconversion de la proteina
activa a una forma inactiva ¢ el aumento de la sintesis de antizima, una
proteina que en células de mamiferos dirige la degradaciéon de ODC (Heller
et al., 1976; Canellakis et al., 1985).

La antizima inhibe la actividad de ODC al formar un complejo
ODC-antizima. que causa la exposicion del extremo carboxilo de la proteina
(L1 et al., 1993), acelerando su degradacion por el proteosoma 26S. Este
proceso es dependiente de ATP, pero no de ubiquitina (Murakami et
al.,1992).

O ®

—_

@ —
&1
of

ODC

14



8.2 REGULACION DE LA S-ADENOSILMETIONINA
DECARBOXILASA

Las poliaminas espermidina y espermina tienen efecto inhibitorio
sobre la transcripcion del mensajero de la AdoMetDC, mientras que la
putrescina no. Cuando las células se depletan de poliaminas, utilizando
inhibidores especificos, los niveles de mensajero de AdoMetDC aumentan
casi al doble, y este efecto puede ser contrarrestado por el agregado de
espermidina 6 espermina, siendo espermidina mas eficiente. De todas
maneras, este aumento en la transcripcion no explica completamente el
enorme aumento en la tasa de sintesis de la AdoMetDC. Ademas, las
poliaminas espermidina y espermina afectan la traduccion del mensajero.
Esto condice con el movimiento del mensajero de la enzima desde pequefios
a grandes polisomas luego del agregado de DFMO, que produce la
disminucién de los niveles de poliaminas intracelulares. Se piensa que la
putrescina podria actuar en este punto, activando la conversion de la
proenzima en los dos polipéptidos. La degradacion de AdoMet DC, es
estimulada por espermina, y en menor proporcion por espermidina, mientras
que la putrescina no tiene ningun efecto.

Resumiendo, la AdoMetDC es estabilizada cuando disminuye el
contenido intracelular de poliaminas; sin embargo, todos los inhibidores de
la enzima conocidos hasta el momento, actuan tambien directamente sobre
la misma.

8.3 REGULACION DE SAT

La transformacidn de espermidina y espermina en putrescina, ocurre
a traves de dos reacciones irreversibles catalizadas por la SAT y la POA
respectivamente (Pegg 1988).

En condiciones normales de cultivo, el contenido de poliaminas de un
dado tipo celular, se mantiene dentro de un margen relativamente estrecho,
cuyo limite superior estaria dado por la toxicidad de un exceso de
poliaminas, y el inferior por los requerimientos de la célula para su
crecimiento. Tanto la captacion como la biosintesis tienen la capacidad
potencial de aumentar el contenido de poliaminas, mientras que la SAT
actuaria como un paso limitante en el camino de reconversion de las
poliaminas. Como la acetilaciéon y la reconversion de las poliaminas
facilitan la excrecion y el catabolismo de las mismas respectivamente, la



SAT tiene la potencialidad de participar en la homeostasis de la célula
disminuyendo el contenido de poliaminas (Shappell et al., 1993).
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La actividad de SAT es muy baja en células de mamiferos y se ve
incrementada por diferentes estimulos, entre los que cabe mencionar la
espermidina, el agregado de hormonas, hepatotoxinas, MGBG y &cido
folico. El aumento detectado en la actividad catalitica se debe a la
conjuncién de dos fenémenos: por un lado la disminucién en la velocidad
de degradacion, y por otro lado a un incremento de la cantidad de proteina,
que podria ser provocado por una mayor eficiencia de traduccion del
mensajero (Seiler 1989).

La extensa regulacion de la SAT tiene una gran importancia
fisiolégica, ya que altos niveles intracelulares de espermidina ¢ espermina
podrian ser toxicos para las células. Se ha descripto en células de mamifero
que sobreproducen ODC, que la acumulacion excesiva de poliaminas
intracelulares induce apoptosis (Poulin et al., 1995).



9- FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS POLIAMINAS

Las poliaminas se encuentran universalmente distribuidas en todas las
células, en concentraciones finamente reguladas. Se sabe que son esenciales
para el crecimiento y la divisién celular, pero es muy poco el conocimiento
que se tiene acerca de sus funciones especificas y su mecanismo de accion,
debido a que participan en gran parte en procesos sumamente complejos. Se
deben considerar entonces numerosos factores como los mecanismos
biosintéticos, 1a regulacion de los niveles intracelulares, o la interconversion
de una forma no acetilada polar, a una forma acetilada de menor polaridad
(Marton et al., 1987).

A pH fisiologico, las poliaminas tienen carga positiva, y por ello sus
funciones dentro de la célula son frecuentemente comparadas con las de los
cationes inorganicos. En este punto es importante destacar que la
distribucién de las cargas positivas a lo largo del esqueleto carbonado les
confiere propiedades algo diferentes de las observadas en los cationes Ca™" y
Mg™. No se debe descartar la posibilidad de una participacion conjunta de
ambos cationes en procesos fisiologicos, que permiten mantener la
estructura y funcionalidad de las células.

A nivel molecular se han realizado estudios muy diversos que
involucran a las poliaminas en procesos basicos del metabolismo primario
de cualquier célula, como:

e Interaccion con acidos nucleicos (DNA Y RNA).
e Efecto sobre el normal funcionamiento y estructura de ribosomas.
e Participacion en diferentes aspectos de la sintesis proteica.

Se siguieron dos diferentes estrategias para avanzar en este terreno: la
primera fue estudios en sistemas libres de células, que demostraron la
participacion de las poliaminas en distintos procesos bioldgicos (Heby et al.,
1990, Kaiser et al., 1963), y la segunda fue la utilizacion de sistemas
deficientes en la sintesis de poliaminas, o bien que directamente carecieran
de ellas (mutantes auxotrofas para poliaminas). Estos organismos
permitieron establecer qué funciones se ven alteradas por el ayuno de
poliaminas.




9.1 ACIDOS NUCLEICOS Y POLIAMINAS

Existe un gran numero de evidencias que indican que las poliaminas
intervienen en la sintesis normal de DNA. Cuando se cultivan células en
presencia de inhibidores de la biosintesis de poliaminas, existe una menor
incorporacion de [’H]-timidina. En E.coli sometida a un ayuno de
poliaminas, la velocidad de replicacion del DNA depende del agregado
exogeno de estos cationes (Geiger et al., 1978). De la misma manera, en
cultivos de linfocitos activados por mitdgenos en presencia de DFMO, se
vi6 que las células iniciaban la replicacion de DNA al mismo tiempo que los
controles, pero que la incorporacién de [*H]-timidina era mucho menor
(Fillingame et al., 1975; Seyfried et al., 1979). In vitro, la espermina protege
al DNA contra la desnaturalizacion térmica y la ruptura mecanica, y puede
producir condensacion del mismo para formar estructuras compactas. La
tendencia de la espermina a estabilizar dichas estructuras, deriva de la
capacidad de esta poliamina de interactuar simultaneamente con diferentes
hélices de DNA, lo cual es posible a partir de su longitud y flexibilidad, y a
la posibilidad de ésta de establecer con el DNA uniones por puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofébicas e interacciones electrostaticas (Egli et
al., 1991).

Tambien se ha descripto que las poliaminas promueven la transicion
del DNA de la forma B a la forma Z (Behe et al.,, 1981); asimismo
estabilizan y producen torsiones del mismo.

9.2 POLIAMINAS Y t-RNA:

Las poliaminas estabilizarian estructuras secundarias como los
“loops” de mRNA, tRNA y rRNA. Se demostré que el tRNA de bacterias y
células animales esta asociado a poliaminas en una relacion 1:2-3 (Cohen
1971, Pochon et al., 1972). Empleando RMN de poliaminas enriquecidas
con °C, se encontré que tres moléculas de espermina permanecen
fuertemente unidas a tRNA, y no pueden ser desplazadas por Mg®* | lo que
indica que las poliaminas interactian con estas moléculas con alta
especificidad (Frvdman et al., 1990). Tambien existen evidencias de que las
poliaminas son capaces de activar la aminoacilacion de los tRNA (Peebles
et al., 1983).



9.3 POLIAMINAS Y SINTESIS PROTEICA:

Se han realizado gran cantidad de estudios tanto in vivo como in
vitro, para determinar el rol que cumplen las poliaminas en la sintesis de
proteinas.

Los estudios in vivo determinaron que los ribosomas tienen
poliaminas unidas, y que €stas son esenciales para mantener la estructura de
las particulas, ademas de asegurar la fidelidad de la traduccion (Echandi et
al., 1975; Garcia Patrone et al., 1977, Goldemberg et al., 1981).

Trabajando con una cepa de FE.coli auxoétrofa para poliaminas,
sometida a un ayuno de estas sustancias, se vi0 que tanto la sintesis proteica
como la velocidad de crecimiento se hallaban disminuidas (Morris et al.,
1973) hecho que podia ser revertido a los niveles normales por el agregado
de putrescina al medio de cultivo (Young et al., 1972). Por otro lado,
trabajando con ribosomas aislados de esa misma cepa, y en ausencia de
poliaminas, se vid que la sintesis de proteinas ocurria con un alto nivel de
errores al reconocer ciertos codones especificos (Nastri 1991), ademas de
iniciar la traduccidon en forma mas ineficiente (Echandi et al., 1975) y
presentar un perfil ribosomal alterado, con una alta proporcion de
subunidades defectuosas, con un coeficiente de sedimentacion menor de
30S y una afinidad disminuida por las particulas 50S (Garcia Patrone et al.,
1977).

10- TRANSPORTE DE POLIAMINAS:

El control del transporte de nutrientes e iones al interior y desde las
células es importante para el mantenimiento de la homeostasis, los
requerimientos metabolicos y fisioldgicos y en el caso particular de los
parasitos, para su adaptacion al medio hostil que representan sus vectores y
huespedes (Zilberstein 1993).

Muchos organismos sintetizan sus propias poliaminas por accion de
la ODC, y en el caso de las plantas y bacterias, a partir de arginina por
accion de la ADC. Sin embargo, muchas células tienen sistemas de
captacion de poliaminas dependientes de energia (Seiler et al., 1990). Estos
sistemas pueden ser utilizados para suplementar la sintesis de novo de
poliaminas, en particular en aquellos casos en que por distintos factores se
estimula el crecimiento, o en el caso particular en que la sintesis de novo se
halle bloqueada, por ejemplo, por el agregado del inhibidor a-DFMO.




El crecimiento de promastigotes de L.mexicana en medios de cultivo
ricos no se puede detener luego de sucesivos pasajes en presencia de
DFMO, ya que en este caso se observa un considerable aumento de la
captacion de poliaminas hacia el interior de las células. Sin embargo, si €l
mismo experimento se realiza cultivando los parasitos en un medio definido
carente de poliaminas, al cabo de varios pasajes, el crecimiento se detiene
por completo (Gonzalez et al., 1991).

En contraste con esto, epimastigotes de 7.cruci, que no son capaces
de sintetizar sus propias poliaminas, tienen un sistema de transporte cuya
actividad se ajusta en respuesta a las condiciones de crecimiento (Hunter et
al., 1994)

En células de mamifero, el sistema de captacion es muy sensible al
nivel de poliaminas. Se estableci6 que si las células se depletaban de
poliaminas por el agregado del inhibidor de ODC, la tasa de incorporacion
de poliaminas aumentaba considerablemente (Alhonen- Hongisto et al,
1980). Esto ocurre por aumento de la Vmax., sin alteracion de la Km, lo que
sugiere que ante una disminucion de las poliaminas intracelulares, aumenta
el numero de proteinas transportadoras de dichas moléculas (Mitchell et al.,
1992) sin que se altere su afinidad por las mismas.

11- POLIAMINAS EN TRIPANOSOMATIDOS
GENERALIDADES DE TRIPANOSOMATIDOS:

Los tripanosomatidos son protozoos flagelados pertenecientes al
orden Kinetoplastida, causantes de enfermedades en el hombre y animales
domésticos en vastas regiones del planeta. Se caracterizan por tener una
unica mitocondria que contiene una red de maxi y minicirculos
concatenados de DNA mitocondrial en la matriz adyacente al cuerpo basal
del flagelo (Simpson 1986, 1987). Esta estructura se denomina
kinetoplasto, y es la que le da el nombre al grupo. A su vez, el RNA
mitocondrial, sufre una modificacién post-transcripcional que consiste en el
agregado 6 delecién de uridinas, denominada edicion (Benne et al., 1986).
Este proceso es esencial para que los genes mitocondriales, tambien
denominados criptogenes, que producen transcriptos no funcionales, se
expresen correctamente. La informacion requerida para la edicion esta dada
por los RNA guias (gRNA) que pueden estar codificados en los maxi 6
minicirculos (Benne 1994).
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Otra de las propiedades que hace de los tripanosomatidos un grupo
tan particular, es la ausencia total de intrones en su DNA, y por ultimo, el
hallazgo de que todos los mensajeros se generan por el ligado de dos
transcriptos, proceso conocido como trans-splicing. Como resultado, todos
los transcriptos tienen una secuencia de 39 nucledtidos en comun en el
extremo 5°. Esta secuencia recibe el nombre de mini-exdn, no es
codificante, y deriva de un transcripto de 140 nucleotidos llamada med RNA
(miniexon donor) ( Gabriel et al., 1987).

region no tr. i
med RNA 5 N& premRNA
RDE SN
\ E l trans-splicing

!

RNA maduro

Se conocen dos tipos de relacion protozoo-hospedador:
1) kinetoplastidos monogenéticos que son parasitos de un unico hospedador
invertebrado.
11) kinetoplastidos digenéticos que son parasitos de dos hospedadores,
generalmente un invertebrado y un vertebrado.
Dentro de este ultimo grupo encontramos protozoos causantes de
enfermedades en el hombre, entre ellos el Trypanosoma brucei, causante de
la enfermedad del suefio (tripanosomiasis africana). Tambien se encuentra el
género Leishmania, que infecta al hombre causandole tres enfermedades: la
leishmaniasis visceral o kala azar, causadas por L. donovaniyv L. chagasi;
la leishmaniasis cutdnea, enfermedad no tan agresiva como la anterior,
causada por L. major, L.mexicana, L. amazoniensis y L. pifanoi; y por
ultimo la leishmaniasis mucocutanea ¢ espundia, causada por L.
braziliensis, que produce lesiones destructivas en la nariz, faringe, labios y
cara (Jeronimo et al., 1992, Cox 1993). Ademas, se encuentra en este grupo
el Trypanosoma cruczi, causante de la enfermedad de Chagas, que afecta a
unos 20 millones de personas en toda Latinoameérica, de los cuales 2
millones viven en nuestro pais (Carlomagno 1989).



Las 123 especies de parasitos monogenéticos estudiados hasta el
momento, pertenecientes al primer grupo mencionado anteriormente, estan
comprendidas en los géneros Crithidia, Herpetomonas, Blastocrithidia y
Leptomonas (McGhee et al., 1980). Son parasitos de artropodos
(principalmente Insecta, Diptera y Hemiptera, y tambien en Hymenoptera,
Lepidoptera, Orthoptera y Siphonoptera). Comunmente se los llama
“tnipanosomatidos inferiores” porque el género Leishmania 'y Trypanosoma
se piensa que surgieron a partir de un ancestro monogenético (Hoare 1972).
La morfologia del estadio en el insecto de los parasitos digenéticos es muy
similar a las especies monogenéticas.

Orden Kiratoplastida
v 1

Suborden Bodonina Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae

| T T T |
Genero Crthidia Leptomonas Herpetoraonas Leishmania Try'pulnsom

|

| ] | |
Subgenero Herpetosoma Megatryparum Duttonella Trypanozoon

| | |
Especie Trangeii Tepelops T vivax T&ruca T.equiperdiom

En particular Crithidia fasciculata, parasito sobre el cual se desarrollé
este trabajo, es un protozoo no patégeno que habita el intestino de insectos,
y que en algunos casos se lo ha descripto como hemo y endoparasito de
anfibios (Al-Yaman et al., 1987).




Se ha podido reconstruir la historia evolutiva de cinco especies
representativas de 4 géneros de protozoos Kinetoplastidos comparando la
secuencia del rRNA mitocondrial 9S y 12S, que representan un grupo de
secuencias conservadas que se prestan al analisis (Simpson et al., 1978; De
laCruz et al.,, 1985; De la Cruz et al., 1985).

Segun las escalas de tiempo tomadas por los autores, los
kinetoplastidos ancestrales y el insecto hospedador aparecieron
aproximadamente al mismo tiempo, sugiriendo una coevolucioén del parasito
y el hospedador (Lake et al., 1988).
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Los esfuerzos de los cientificos por tratar de erradicar estas
parasitemnias, estan dirigidos hacia el disefio de nuevas estrategias
quimioterapicas (Bacchi et al., 1987). Los tratamientos con Pentostan,
Glucantina v Anfotericina B no fueron demasiado exitosos dada la gran
toxicidad de estos compuestos en los seres humanos. En el afio 1980
aparecié el primer trabajo que demostraba la importancia de las poliaminas
en el metabolismo de los parasitos (Bacchi et al., 1980). Se demostro el
bloqueo de la proliferacion de los parasitos y la desaparicion de la
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enfermedad cuando se suministraba a-DFMO a ratas infectadas con
T.brucei, causante de una enfermedad del ganado africano (“nagana”).
Posteriormente, se vio que este compuesto disminuye el contenido endégeno
de poliaminas y por ende inhibe la replicacion de numerosos protozoos
como Giardia lamblia, Plasmodium falciparum, Pneumocystis carinii, y de
los tnpanosomatidos T.congolense, T.b. gambiense y T.b.rodhesiense. El
inhibidor fue efectivo en el tratamiento de humanos infectados con 7.b.
gambiense y T.b. rodhesiense, parasitos causantes de la enfermedad del
suefio (Sjoerdsma et al., 1984).



MATERIALES Y METODOS

1-CEPA DE PARASITOS

Se utilizo la cepa de Crithidia fasciculata (ATCC 11745).

2-MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Medio liquido para Crithidia fasciculata (Bacchi et al, 1974)

Infusién de higado 5g1
Proteosa peptona 7.5g/1
Infusidn cerebro-corazon 7.5g/1
Extracto de levadura(*) 2g/1
NaCl 5g/l
KCl S5g/l
NaH,PO4 0.5g/1
MgS04.7H20 0.5g/1
Acido ascorbico 0.2g1
Sacarosa 2.5¢g/
Hemina 0.02g/1
MOPS 0.5g11
pH final 6,7-7,2
Notas:

Disolver las infusiones en agua caliente.

Calentar la infusiéon de higado 5 minutos a 60-70°C (precipitan gran
parte de las proteinas), y filtrar por papel de filtro. Repetir.
(*)Modificacion de la receta original, Tesis Doctoral Margarita Bosch,
(1990).

Ajustar el pH con 2M Tris antes de esterilizar.

Disolver la hemina en 0.05M NaOH, esterilizar por filtracion, y guardar
en stock (50mg/ml) a -20°C. Luego de esterilizar y llevar a pH, agregar
al medio.

to
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2.2 HOS-MEM II (Berens et al, 1975)

S-MEM

NaHCO;

MEM aminoécidos esenciales(50x)
MEM aminoécidos no esenciales(100x)
Piruvato de Sodio

MOPS(sal sodica)

Glucosa

Biotina

Acido p-aminobenzoico

Solucion A

Notas:

10.58g/1
1g/
10mli/
10mi/1
110mg/1
6.28g/1
2g/1
0.1mg/l

1mg/l
10ml1

eDisolver todos los componentes en agua bidestilada, y llevar a pH 7.2 con
5N NaOH. Estenlizar por filtracién a traves de Millipore de 0.22um, vy
conservar a -20°C. Antes de usar, agregar 2.5ml de Soluciéon B.

eSolucion A (100ml)

Hipoxantina 150mg
Acido ascdrbico 2mg
Vitamina B12 2mg
Albimina bovina fraccidon I'V- libre de acidos grasos 150mg
Agua bidestilada 91ml
Acido tioctico* 4mg
Menadiona* 4mg
Acido retinoico* 4mg

* Disolver estos tres componentes en 1 ml de 95% etanol, y agregar a la

solucion anterior.



eSolucion B

Disolver 250 mg de hemina y 500 mg de acido félico en 50ml 0.05N
NaOH, llevar a volumen final 100ml, ajustar a pH 8 con IN HCI, y
esterilizar por filtracion. Conservar a -20°C.

eAlbumina delipidada

Disolver 7g de albumina en 70ml de agua destilada a temperatura ambiente.
Agregar 3.5g de Darco, y llevar el pH a 3.0 por el agregado de 0.2N HCI.
Colocar la solucién en hielo, con agitacion magnética, durante una hora.
Centrifugar a 20.200 x g durante 20 minutos en centrifuga Sorvall con rotor
SS34 a 2° C. Llevar el sobrenadante a pH 7.0 agregando 0.2N NaOH.

3- CULTIVO DE PROTOZOARIOS

Los parasitos se cultivaron a 28°C con agitacion (200rpm). El crecimiento
de los cultivos se siguié por contaje en camara de Neubauer.

4 - DETERMINACION DE METABOLITOS DE POLIAMINAS
4.1 ELECTROFORESIS EN PAPEL

100x10° parasitos se resuspendieron en 0.5ml de PBS, y se incubaron con el
sustrato radiactivo: '*C-(U)-ornitina (20puCi/ml, 0.64mM),"*C-putrescina
(50puCy/ml, 0.45mM) durante los tiempos indicados en cada experimento.
Despues de centrifugar, los parasitos se resuspendieron en 100 pl de 0.2N
acido percldrico. Se neutralizé por agregado de 2M KOH. Se dejé durante
una hora en hielo, se centrifugd, y se descarté el pellet. El sobrenadante se
sembro en papel Whatman 3MM, y se realizé una electroforesis durante 3
horas a 600 volts, usando como buffer de corrida piridina: acido acético:
agua (10:100:890, pH 3.2). Los estandares se revelaron con reactivo de
ninhidrina, y los compuestos radiactivos se detectaron directamente sobre el
papel, monitoreando la tira en forma continua en un radiocromatografo
Packard, Modelo 7201.



SOLUCIONES
PBS:PO4Na,H 8 1mM, POsH;Na 19mM, CIK 3mM, CINa 140mM, pH 7 4.

REACTIVO DE NINHIDRINA: Ninhidrina 1g, Acetato de cadmio 0.1g,
Agua destilada 10ml, Acido acético Sml, Acetona 85ml.

5 - CONTENIDO DE POLIAMINAS
5.1 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

El contenido enddgeno de poliaminas se determind en un analizador
automatico de aminoacidos (Biotronik LC 1500), utilizando orto-
oftaldialdehido como reactivo. Para ello, se resuspendieron 100x10°
parasitos en Ilml de una solucton de 4% acido sulfosalicilico, 0.4mM
EDTA.

6- CAPTACION DE POLIAMINAS

Como ya se describio en la Introduccion, se determind que la
captacion de poliaminas aumentaba considerablemente si el cultivo se
desarrollaba por lo menos durante 7 horas en presencia de 10mM DFMO.
Por lo tanto todos los ensayos de captacion fueron realizados con cultivos
desarrollados durante toda la noche en presencia de la droga, salvo en los
casos en que se indique lo contrario.

6.1.1 CAPTACION DE PUTRESCINA

Cultivos en fase logaritmica de crecimiento se resuspendieron en 5-10ml de
medio HOS-MEM II a una concentracion de 20x10° parasitos/ml. Se
agregd  *C-putrescina (0.05 mCi/ml, 3.6uM), y a los tiempos indicados
para cada experimento se tomaron alicuotas de 1 ml por duplicado, que se
recibieron en 2.5 volimenes de PBS-lmM putrescina a 0°C. Las
suspensiones resultantes se filtraron a traves de un filtro Millipore de
0.45um, que se lavo dos veces con PBS-1mM putrescina, y despues de
secar, se determind la radiactividad incorporada por las células retenidas en
el filtro, en un contador de centelleo liquido (Rackbeta-1214, Pharmacia
LKB).



6.1.2 CAPTACION DE ESPERMIDINA:

Se siguié el mismo protocolo, pero se incubaron los parasitos en presencia
de 3H-e:spermidina (ImCv/ml, 2.8uM), recogiendose las fracciones en 2.5
volumenes de PBS- 1mM espermidina y lavando los filtros con PBS-1mM
espermidina.

6.1.3 CAPTACION DE ORNITINA:

En este caso los parasitos se incubaron en presencia de '‘C-ornitina
(140uM, 0.1mCi/ml). Se repitio el protocolo anterior, y los filtros se lavaron
con PBS-1mM ornitina.

6.2- EFECTO DE INHIBIDORES DE LA RESPIRACION.

Para determinar los requerimientos energéticos del proceso, se hicieron
ensayos de captaciéon de putrescina incubando las células en presencia de
inhibidores de la respiraciéon como 2,4 dinitrofenol (2,4 DNP), cianuro de
potasio (KCN) y arsenito de potasio (AsO;K).

6.3 EFECTO DE UN INHIBIDOR DE SINTESIS PROTEICA.

Para determinar si para el proceso de captacion se requeria sintesis de nueva
proteina transportadora, se hicieron ensayos de captacion de putrescina en
presencia de un inhibidor de la sintesis proteica en eucariontes como
cicloheximida. Los cultivos se incubaron en presencia de 50pg/ml del
inhibidor, y se midio la captacién de putrescina a tiempos que iban desde
cero a cuatro horas.

6.4 ENSAYOS DE COMPETENCIA EN LA CAPTACION DE
POLIAMINAS.

Se hicieron ensayos de captacion de putrescina y espermidina en presencia
de otras poliaminas ¢ sustancias analogas que podrian actuar como posibles
competidores. En todos los casos, los competidores se utilizaron en
concentracion 0.5mM preincubando las células en presencia de los mismos
durante una hora antes de realizar el experimento.



6.5 DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS :

Mediante el grafico de Lineweaver-Burk se midi6 la velocidad de entrada de
putrescina en presencia ¢ ausencia de DFMO y se determind la constante de
afinidad (Km) para el transporte de la misma . Para ello se hicieron ensayos
de captacion de cantidades crecientes de putrescina (en un rango de 2 a
40uM) en cultivos que habian sido desarrollados durante 18 horas en
presencia 6 no de 10mM DFMO.

7-ESTUDIOS BIOQUIMICOS DE LA ORNITINA DECARBOXILASA
7.1 PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO:

El cultivo de parasitos se centrifugd 10 min a 5.000rpm.El pellet se lavd con
50mM Hepes, y se resuspendio en buffer de lisis (SOmM Hepes pH 7.3,
ImM DTT, 0.1mM EDTA, 1mM PLP, 0.05% NP-40) a una concentracion
final de 10° parasitos/ml. Se dejé 30 minutos en hielo, agitando suavemente
a intervalos regulares. Se sonico 3 veces durante 15 segundos. Se centrifugd
20 minutos a 10.000 rpm, descartandose el pellet.

Todas las operaciones se llevaron a cabo en frio. Los extractos enzimaticos
se guardaron a -70°C.

7.2 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ODC:

La actividad de ODC se cuantificd por la liberacion de CO, a partir de
ornitina radiactiva. La mezcla de reaccion consistio en 1-'*C L-ornitina,
(0.69mM, 55mCi/mmol), buffer de reaccion (5S0mM Hepes pH 7.3, 0.1mM
EDTA, ImM DTT, 1mM PLP) y extracto enzimatico, en un volumen final
de 50ul. La reaccion se llevo a cabo en un tubo plastico con su tapa abierta,
colocado dentro de un vial de vidrio herméticamente cerrado, que a su vez
contenia en su interior un papel Whatman 3MM de 2x2cm, empapado en
2M KOH. Se incubé esta mezcla durante 30 minutos a 37°C con agitacion.
La reaccion se detuvo por el agregado rapido de 50pul de acido perclorico
0.5M. Se dej6 incubando durante media hora mas, para permitir que se
libere todo el "“CO, producido, y posteriormente la radiactividad unida al
papel de filtro se cuantificd en un contador de centelleo liquido.
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7.3 PREPARACION DE LA APOENZIMA:

Se prepar¢ el extracto enzimatico como se describe anteriormente, y
se dializ0 una hora en frio contra 200 volumenes de 50mM Tris pH 7.3,
0.5mM EDTA, ImM DTT, 0.02% Brijj 35, 10mM hidroxilamina. Se sabe
que esta sustancia reacciona con el PLP, liberando a la enzima de su
contenido de cofactor endégeno (Balasundaram et al., 1989). Luego se
dializ6 durante 12 horas contra el mismo volumen de buffer, pero sin
hidroxilamina. Al cabo de este tiempo, los extractos dializados se
centrifugaron a 20.000 xg, a 4°C durante 15 minutos. Los extractos
obtenidos eran inactivos y se determiné la recuperacion de la actividad de
ODC por el agregado de cantidades crecientes de PLP al ensayo “in vitro™.

7.4 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE ODC

La cicloheximida es un conocido inhibidor de la sintesis de proteinas en
eucariontes, actuando a nivel de la peptidil transferasa.

Con el objeto de determinar la estabilidad “in vivo” de la enzima, los
cultivos se incubaron en presencia de 50pg/ml de cicloheximida, se
recogieron alicuotas a los tiempos indicados y se determino la actividad de
ODC de cada fraccion.

7.5 MODULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR
POLIAMINAS.

Para determinar si el agregado de los productos finales de la reaccién
catalizada por ODC ejercia algun efecto sobre su actividad, a cultivos
desarrollados en medio definido (HOS MEM II) se les agregé 10mM
putrescina 6 ImM espermidina durante 8 horas, recogiendose alicuotas a
diferentes tiempos. Los extractos enzimaticos se prepararon de la forma
usual, y se midio actividad de ODC de los mismos.

7.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ADC:

La reaccion se llevo a cabo de igual manera que en el caso de la
determinacion de actividad de ODC, midiéndose la cantidad de CO,
liberado, siguiendo el mismo procedimiento experimental. La unica
diferencia es que se utilizo como sustrato L-(U-'*C)-Arg (0.1mCi/ml,
0.53mM).
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7.7 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR
ANALOGOS DE POLIAMINAS

7.7.1 INHIBICION POR DIAMINOBUTANONA (DAB)

Diaminobutanona es un analogo de putrescina, que en algunos casos

ya descriptos inhibe la actividad de ODC. Se hicieron ensayos “in vitro”
para determinar qué tipo de inhibidor era, y su constante de inhibicidn.
En primer lugar, se incubaron los extractos enzimaticos en presencia de
cantidades crecientes de DAB (0 a 10 mM) para determinar si
efectivamente era inhibidor de ODC. En un experimento posterior, se hizo
un ensayo de competencia con las mismas concentraciones de inhibidor,
pero en presencia de dos concentraciones diferentes de omnitina radiactiva
(0.35 y 0.69mM). Los valores obtenidos se representaron segun el grafico
de Dixon, que permite determinar el tipo de inhibicién y la correspondiente
constante.

7.7.2 INHIBICION POR a-DFMO

Como se mencioné anteriormente, el compuesto DFMO es un
analogo de omnitina que se comporta como un Inhibidor irreversible de la
ODC. Se cultivaron parasitos en medio definido HOS-MEM 1II en presencia
de cantidades crecientes del inhibidor, en un rango de 5 a 50mM. Los
extractos enzimaticos se prepararon de la manera ya descripta, pero lavando
previamente los parasitos dos veces con S0mM Hepes. Luego se midié
actividad de ODC.

Por otro lado, se hicieron ensayos de competencia “in vitro” con el
inhibidor, con extractos enzimaticos obtenidos a partir de cultivos normales,
para determinar la constante de inhibiciéon del mismo.

7.7.2.1 RECUPERA(;ION DE LA ACTIVIDAD DE ODC LUEGO DE
LA REMOCION DEL DFMO

Los parasitos se cultivaron 24 horas en medio definido HOS MEM 1],
en ausencia 6 presencia de 10mM DFMO. Los cultivos se centrifugaron, se
lavaron 2 veces con 50mM Hepes, y se resuspendieron en medio fresco, sin
DFMO, reiniciando la incubacidn. Se tomaron muestras a distintos tiempos,
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y se midié actividad de ODC. A una alicuota del cultivo ya lavado, se le
agrego S-metionina (5uCi/ml, 0.2uM) y se midio la incorporacion del
aminoacido radioactivo en el material insoluble en acido tricloroacético
(TCA) a los mismos tiempos indicados anteriormente.

8 - INMUNOPRECIPITACION

Se dispuso de un antisuero policlonal antiODC de mamiferos,
gentilmente cedido por el Dr. Lo Persson (Universidad de Lund, Suecia).

Se incubaron alicuotas de 50ul de extracto enzimatico (preparado de
la forma usual) de C. fasciculata y de 100ul de extracto obtenido a partir de
células de higado de rata, en presencia de dos volumenes distintos de
antisuero antiODC de mamifero (2 y Sul respectivamente), durante 1 hora a
0°C. Al cabo de ese tiempo, se agregaron 20ul de proteina A, (IgG,
10mg/ml) a cada tubo, y se siguid incubando durante 1 hora mas a la
misma temperatura para permitir que precipitara el complejo antigeno-
anticuerpo. Las suspensiones se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5
minutos, y se midio la actividad de ODC de los sobrenadantes.

9- DETERMINACION DEL PM DE LA ODC DE CRITHIDIA
FASCICULATA EN GELES DE SDS-PAGE
9.1 PURIFICACION PARCIAL DE LA ODC::

9.1.1 EXTRACCION CON SOLVENTES ORGANICOS:

Se prepard un extracto enzimatico como se describid anteriormente,
pero en el momento de la ruptura, se agreg6 al buffer un “coctel” de
inhibidores de proteasas (1mM PMSEF, 0.1mM Leupeptina, 10uM E-64).
Los parasitos se resuspendieron a una concentracion final de 3x10°/ml . Se
centrifugd el extracto obtenido a 100.000xg durante 1 hora descartandose el
precipitado. El extracto asi preparado se colocé en un bafio de hielo y sal
(temperatura aproximada -10°C) y se le agrego lentamente medio volumen
de acetona, previamente enfriada a la misma temperatura (concentracion
final 35%), agitando en forma constante. Se dej6 agitando la suspension por
15 minutos, y luego se centrifugd a 20.000xg durante 15 minutos a -10°C,
descartandose el precipitado.
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9.1.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO:

La fraccion soluble obtenida del paso anterior se sembré en una
columna de DEAE Sepharose (Pharmacia/LKB Biotechnology, Inc.,
Piscataway, N.J.) en un aparato de FPLC, en el mismo buffer de ruptura,
pero con el agregado de 0.02% Brij 35 y 0.1M NaCl. La columna se lavo
con el mismo buffer, y se eluyé con un gradiente lineal de NaCl desde 0.1
a 0.5M. Se recogieron fracciones de 2ml. Se midi6 actividad de ODC de las
fracciones obtenidas, se juntaron las fracciones mas activas, y se dializaron
2 horas contra el mismo buffer para eliminar la sal.

9.2 UNION A *H-DFMO:

Se preincubd el extracto enzimatico parcialmente purificado (eluido
de la DEAE) en presencia de DL a-[3,4-°’H] DFMO (1 mCi/ml,
27.12Ci/mmol), buffer Hepes 50mM, 1mM DTT, 0.5mM EDTA pH 7, con
1lmM PLP e inhibidores de proteasas. Al cabo de | hora de incubacion a
37°C, se agregdé DFMO concentracion final 0.125mM, 20ug de citocromo
C y Iml de cloroformo:metanol (1:2). Se dejé precipitar a -20°C durante 1
hora, se centrifugd a 10.000x g durante 15 min, se descartd el sobrenadante,
y el precipitado se resuspendid en el buffer de ruptura utilizado para
preparar las muestras para SDS-PAGE.

9.3 GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS:

Se sembraron las muestras, previamente calentadas 3minutos a 100°C,
resuspendidas en buffer de ruptura que contenia:

Urea 6M
Glicerol 10%
Tris-HCI, pH6.8 0.025M
SDS 2%
B-Mercaptoetanol 0.13M

Azul de Bromofenol 0.01%
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El gel se prepar6 con 12.5% poliacrilamida-0.1%SDS, y el gel
concentrador con 5% acrilamida, ambos con 6M urea (Laemnli, 1970). Se
corrié durante 16 horas a 6mA, y posteriormente se tifié con una solucidon
de Coomasie Blue R 250 (0.1%).

Una vez que el gel se decolord, se sumergié en dimetilsulféxido
(DMSO) puro, durante 30 minutos, repitiendo una vez este procedimiento.
Luego el gel se colocd durante 3 horas en una solucién 22% (P/V) de PPO
(2,5-difeniloxazol) disuelto en DMSO, y finalmente se sumergid en agua
bidestilada, lavando repetidas veces. Se seco en un secador de geles (Bio
Rad) y expuso sobre una placa radiografica sensible a -70°C durante varias
semanas.

10- CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas se cuantificaron segun el método de Bradford
(Bradford, 1976) 6 segun el método de Lowry (Lowry et al., 1951), previa
precipitacion de las mismas con deoxicolato de sodio (DOC) vy écido
tricloroacético (TCA).

11-CLONADO Y SECUENCIA DE LA ORNITINA DECABOXILASA
DE CRITHIDIA FASCICULATA.

11.1 PREPARACION DE DNA:

5x10° parasitos, se lavaron con PBS, y se resuspendieron en Sml de
“buffer de digestion” (10mM Tris-HC! pH7.9, 25mM EDTA pHS, 100mM
NaCl, 0.5% SDS). Se agrego 1.5mg de proteinasa K, se incubd 15 minutos
a 65°C, y luego 18 horas a 50°C, con agitacion suave.

El lisado proteico se extrajo varias veces con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1) hasta la desaparicion de
proteinas en la interfase. Posteriormente la capa acuosa se centrifugd 2hs a
20.000xg en rotor SS34 para eliminar el DNA del kinetoplasto.

El DNA nuclear se precipité con 0.5 volumenes de 7.5M Acetato de
amonio y 2 volumenes de etanol 100% a -20°C durante una hora. Se
centrifugd por 5 minutos a 4.000rpm. El pellet se lavé con etanol 70%. Se
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resuspendio en buffer TE (10mM Tris pH 8, ImM EDTA pH 8) y se dejo
durante la noche a 37°C para facilitar la disolucion.

A la solucion de DNA se le agregd SDS hasta concentracidn final
0.1% y 5ul de RNAsa mg/ml (previamente calentada 10minutos a 90°C
para eliminar DNAsa) y se incubd una hora a 37°C.

Se agregd Acetato de amonio hasta concentracion final 0.3M.

Se extrajo una vez con un volumen de fenol:cloroformo (1:1), y la
capa acuosa nuevamente con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1). A la fase acuosa se le agregaron 2.5 volimenes de etanol absoluto y
se dejo precipitar a -20°C. Se centrifugd 10 minutos a 10.000rpm. El
precipitado obtenido se lavo con etanol 80%, y se resuspendid en un
volumen pequefio de buffer TE (10-15ul).

E1 DNA obtenido se cuantificé midiendo su absorbancia a 260nm.

11.2 SINTESIS DE UNA SONDA ESPECIFICA PARA ODC:

Las regiones de la enzima que se unen al PLP y al sustrato estan
altamente conservadas entre muchas de las ODC estudiadas hasta el
momento.

Se sintetizaron oligonucledtidos (“primers”) correspondientes a esas
zonas 0 a otras tambien conservadas, tomando como modelo la secuencia de
la enzima de Leishmania donovani, y se utilizaron para fabricar una sonda
homologa mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello
se utilizé como templado el DNA de C. fasciculata obtenido en el paso
anterior.

Los primers sintéticos tenian en cada uno de sus extremos secuencias
de restriccion para Eco RI

Sitio EcoRI
Primer 1: 5’ CCG GAA TTC CCT TAC TTT GCC GTG AAA AGC AAC 3’
Primer 6: 5’ CCG GAA TTC CGT GCC CGG GAA GCC GCC GCC GATGTC 3’

Ciclos: 5 minutos 95°C
30x: 1minuto 95°C
Iminuto 50°C
Iminuto 72°C
1x: 10minutos 72°C, y luego a 4°C.
Se obtuvo un segmento amplificado de 540 pares de bases.
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11.3 CLONADO DE LA SONDA

Luego de la reaccion de PCR, se corrio un gel de agarosa 1% de bajo
punto de fusion con los productos obtenidos, y se corté del mismo la tinica
banda amplificada obtenida. El trozo de gel cortado se diluyé con 3
volimenes de agua. Se cuantifico el contenido de DNA por comparacion
con cantidades conocidas, y aproximadamente 25 ng del mismo se
digirieron durante 2 horas con Eco RI. El segmento tratado se ligd con el
vector pBluescript, previamente digerido con la misma enzima, en presencia
de T4 ligasa, durante 18 horas a temperatura ambiente.

Se transformaron bacterias de E.coli cepa JM83 por electroporacion,
y se sembraron distintas diluciones en cajas de Petri con medio LB-
ampicilina (100pg/ml). Al dia siguiente se tomaron 12 colonias al azar, se
sembraron en medio liquido LB-ampicilina, y se dejaron desarrollar durante
la noche a 37°C con agitacidn vigorosa.

11.4 MINIPREPARACION DE PLASMIDO:

Los cultivos (2ml) se centrifugaron 5 minutos a 10.000 rpm, y las
bactenias se resuspendieron en 300 pl de buffer P1(RNasa A 100pg/ml en
50mM Tris HCI, 10mM EDTA, pHS8).

Se agregd igual volumen de buffer P2 (200mM NaOH, 1% SDS),
agitando suavemente. Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se
agrego igual volumen de buffer P3 frio (2.55M Kac, pH4.8), y se dejo en
hielo durante 10 minutos, agitando a intervalos cortos. Se centrifugé 30
minutos a 10.000rpm a 4°C. Se separ6 el sobrenadante rapidamente, y se
precipitd con 0.5 volumenes de isopropanol. Se centrifugd nuevamente
durante 30 minutos a 10.000rpm. El precipitado se lavé con 70% etanol, se
seco al vacio, y se resuspendidé en un volumen apropiado de agua. El
rendimiento aproximado fue de 3-4pg de plasmido por minipreparacion.

Alicuotas del plasmido obtenido se digirieron con Eco RI, y se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 1%. Como resultado 4 de
las colomas analizadas mostraron contener el fragmento insertado.

El fragmento subclonado se secuencid utilizando el kit de
Amersham, Sequenase Version 2.0, Product No. 70770 y se comparo la
secuencia obtenida con la de Leishmania donovani, utilizando el programa
para comparacion de secuencias Mac Vector 3.5.
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11.5 DETECCION DEL GEN DE ODC POR ANALISIS DE SOUTHERN
BLOT:

Se hizo una digestion total de 10png de DNA gendémico con distintas
enzimas de restriccion y los productos se corrieron en gel de agarosa 0.8%.
El gel se desnaturalizd, y se transfiri6 a membrana de nylon Hybond-N+,
por el método de capilaridad. El DNA se fij6 a las membranas por “cross-
linking” bajo luz UV (LKB). La membrana se prehibridizé 4-5 horas a
65°C. Pasadas las cuatro horas, se agregd la sonda marcada y hervida para
su desnaturalizacidn, y se dejé durante la noche a la misma temperatura.

La membrana se lavd dos veces en varios volumenes de 2xSSC,
0.1% SDS a temperatura ambiente, y luego 2 veces de 1 hora cada una en
varios volumenes de 0.1xSSC, 0.1%SDS a 65°C.

La membrana se enjuagd con 2xSSC antes de exponer a una placa
radiogréfica que se revelo al dia siguiente.

Solucion de prehibridizacion:

20x SSC 7.5ml
0.5SM EDTA pHS8 0.1ml
DNA esperma de salmén Img
Denhardt 50x 5ml
Agua bidestilada 37.4mi

11.6 PREPARACION DE LA SONDA RADIOACTIVA:

La sonda se marco por PCR, utilizando como primers los mismos
que se habian utilizado para su sintesis.
Brevemente, el protocolo que se sigui6 fue el siguiente:
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primer 1 (Spmoles/pl) Sul
primer 6 (Spmoles/pl) Sul
10xTagq buffer 10pl
50mM Mg~ 3ul
3dNTP(-dCTP) 10mM cada uno 6ul
dCTP 10p M 4ul
a-"2P dCTP (10puCi/ul) 5ul
agua V£100ul
templado(plasmido con sonda clonada) 500ng
Taq polimerasa lul

Ciclos: 5 minutos 95°C
40x: 1 minuto 94°C
1 minuto 40°C
1 minuto 72°C

1x: 10 minutos 72°C, y luego a 4°C.

El producto de la reaccion de PCR se sembré en una columna de
Sephadex G-50 de 8x0.5cm, y se eluyd con buffer TE. Se recogieron las
fracciones correspondientes al primer pico de radiactividad y se utilizaron
como sonda.

11.7 “SCREENING” DE LA BIBLIOTECA GENOMICA:

Se dispuso de una biblioteca gendémica de Crithidia fasciculata en
AGEM-11, gentilmente cedida por el Dr. D. Ray, UCLA, Los Angeles,
California.

El DNA genémico de C fasciculata fue digerido con la enzima Sau
3Al, tratado con el fragmento Klenow de 1a DNA polimerasa I en presencia
de dATP ydGTP, y luego ligado a los brazos del fago. El DNA ligado se
empaquetd con Packagene (Promega Corp.) y se amplificd en la cepa
lisogénica LE392(Pasion et al., 1992).

Se inocularon 0.3ml de bacterias LE392 con 50ul de la biblioteca
gendmica (titulo 182.000 pfu/ul).

Se hizo una primera hibridizacion en condiciones de astrigencia muy
altas (temperatura de prehibridizacion e hibridizacion 65°C, 0.1%SDS, 0.1x
SSC). Se obtuvieron 13 placas positivas. Se seleccionaron las dos que daban
la sefial mas intensa para seguir adelante con el analisis.
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Se hicieron 4 pasos de seleccion sucesivos, hasta lograr que el 100%
de las placas diera positivo en la hibrnidizacion.

11.8 PURIFICACION DEL FAGO:

Se utilizé el kit “Magic Lamba Preps DNA Punfication System”
(Promega). EI DNA del fago se eluyo en forma pura siguiendo el protocolo
de Promega, y se resuspendio en buffer TE.

El DNA obtenido se digirio con 2 enzimas de restriccion: Sacl y Sfil,
y se corrid en un gel de agarosa 0.8%. En vista de los resultados obtenidos,
se digirio mas fago, y se corrio un gel de agarosa preparativo de bajo punto
de fusion. Se eluyeron los fragmentos de la agarosa, y se ligaron al vector
pBluescript, previamente defosforilado. Se transformaron bacterias de £.coli
JM83 por electroporacion. Se hicieron minipreparaciones de plasmido de las
colonias obtenidas, utilizando en este caso el kit “Magic DNA
minipreparation System” (Promega). Los plasmidos se digirieron con la
misma enzima que se usé para subclonarlos (Sacl) y se corrieron en un gel
de agarosa 1%. Despues de transferir a una membrana de nylon, se
hibridizé con la misma sonda que se utilizo para hacer la busqueda del gen.
Ademas se hizo PCR sobre los plasmidos obtenidos,con primers que
amplificaban regiones mas extensas del gen de ODC, utilizando nuevamente
para el disefio de los mismos la secuencia del gen de ODC de L. donovani.

Sitio EcoRI
primer 1: 5’ CCG GAA TTC CGT GCC CGG GAA GCC GCC GCC GAT GTC 3’
primer 8: 5° CCG GAA TTC TCC ATC GAA TCG CAG GTG GGG CCG AAG AT 3’

11.9 SECUENCIACION DEL GEN:

Sélo uno de los fragmentos subclonados dié positivo en la
hibridizacidn, y el mismo clon di6é una banda de 1200 pares de bases en la
PCR, cuyo tamario coincidia con el esperado para el gen de L.donovani.Se
comenzo a secuenciar desde los extremos del plasmido hacia el interior del
fragmento subclonado. Al cabo de dos ciclos de secuencia, se encontro que
todo el gen estaba contenido en ese fragmento. Se hicieron reacciones de
secuencia sucesivas, sintetizando cada vez nuevos primers utilizando como
templado la secuencia obtenida en el paso anterior.

40



Brevemente, el protocolo que se utiliz6 para secuenciar fue el

siguiente: el plasmido obtenido luego de una minipreparacion (resuspendido
en 18ul de agua) se desnaturalizd en presencia de 2pl de solucion
desnaturalizante (2M NaOH, 2mM EDTA) durante 30 minutos a 37°C. Se
agreg6 3ul de NaAcO (pH 4.5-5.5, 3M) y 2.5 volumenes de etanol absoluto
y se dejo precipitar a -20°C. Se centrifugd, y se lavé con etanol 70%. El
plasmido desnaturalizado y evaporado se resuspendid en la solucion de
primer con el que se iba a secuenciar ( a una concentracion de 12 pmoles),
agua y buffer de reaccion (provisto por el kit). Se llevd a cabo el
“annealing” durante 30minutos a 37°C.
Entretanto se prepar6 la mezcla de marcado ¢ “labelling mix” que consistio
en 0.1M DTT, “labelling mix” (diluida 1:5) provista por el kit, *>S-dATP y
la polimerasa Sequenase (diluida 1:8). Esta mezcla se agregé a cada tubo
conteniendo el plasmido, y se incubd durante 3 minutos a temperatura
ambiente. 3.5ul de esta solucion se agregaron a cada tubo que contenia el
dideoxinucledtido correspondiente (ddA,ddT, ddC, ddG) y se siguid
incubando durante 5 minutos a 37°C. La reaccion se detuvo por agregado de
solucioén “Stop” (provista por el kit).

Preparacion del gel 5% (para 80ml):

acrilamida:bis (39:1) 10.53mi

urea 36g

TBE10x 8ml

TEMED 48l

Persulfato Amonio 10% 480l

Agua bidestilada cantidad necesaria

Se preparo la solucidon del gel sin agregar los reactivos polimerizantes
y se filré por Whatman 1M. Una vez armado, el gel se precorrié durante 45
minutos a 70 watts, se sembraron las muestras, y se hicieron dos descargas
sucesivas de cada una de ellas. Al cabo de unas 3-4 horas de corrida, el gel
se pego a un papel Whatman 3MM, se secd durante 2 horas y se expuso a
una placa radiografica. Se reveld al dia siguiente.

SOLUCIONES:

TBE (10x): Trizma 90mM, acido bérico 90mM, EDTA 20mM, pH 8.3.
SSC (20x): NaCl 3M, Na,Citrato 0.3M, pH7.
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12 - RNA MENSAJERO
12.1 PREPARACION DE RNA

Se cosecharon 2x10° parasitos, y a partir de ellos se preparé6 RNA
utilizando el reactivo de TRIzol ( Life Technologies).

Los parasitos se resuspendieron en Iml de TRIzol. Se incub6 5
minutos a temperatura ambiente, y se agregaron 0.2ml de cloroformo. Se
agito vigorosamente durante 15 segundos, y se dejo descansar la suspension
otros 3 minutos.Se centrifugé a 12.000xg durante 15 minutos a 4°C. Se
separ0 la fase acuosa y se agregé 0.5 ml de isopropanol. Se incubd 10
minutos a temperatura ambiente , y se centrifugd 10 minutos a 12.000xg a
4°C. El precipitado de RNA se lavo con 1 ml de etanol 75%, y se seco al
aire. Se resuspendio en agua. El RNA se cuantifico por absorbancia a
260nm.

12.2 DETECCION DEL MENSAJERO DE ODC POR ANALISIS DE
HIBRIDIZACION “NORTHERN BLOT":

Se prepar6 un gel de agarosa 1% en Ix buffer MOPS y 2.2M
formaldheido. A 15-20pg de RNA en 2.2M formaldehido, 1xMOPS,0.5M
formamida, se les agregaron 2.5ul de “loading buffer”. Se incubd durante
15 minutos a 55°C, y se puso en hielo hasta el momento de sembrar el gel.
El gel se cormid durante 5 horas a 80 voltios, utilizando como buffer de
corrida 1X MOPS. Se lavé varias veces con agua deionizada, y se transfirio
durante 18 horas por capilaridad a una membrana Hybond N”. Se utiliz6
20xSSC como buffer de transferencia.

El RNA se fij6 a la membrana calentando en estufa a 80°C durante 2 horas,
se prehibridizd durante 5 horas, y se hibridizé durante 18 horas, a 42°C con
la sonda marcada.



Solucién de prehibridizacion: Solucidn de hibridizacion:

(10 ml)
20x SSC 3ml 3ml
formamida Sml Smi
100xDenhardt 0.5ml 0.5ml
10%SDS 0.5ml 0.5ml
agua Iml dextran sulfato 1g
DNA esperma 500mg 500mg

sonda desnaturalizada

La membrana se lavd 2 veces a temperatura ambiente en 2x SSC,
0.1%SDS, y luego dos lavados de 30 minutos cada uno en 0.1xSSC,
0.1%SDS a 65°C. Se expuso, y se revelo al dia siguiente.

SOLUCIONES:

MOPS (10x): MOPS 0.2M pH7, Acetato de sodio 0.05M, EDTA 0.01M.
“Loading buffer”: EDTA 1mM pHS, azul de bromofenol 0.25%, glicerol
50%.

12.3 MARCADORES DE PESO MOLECULAR:

Se utilizd6 un marcador de peso molecular comercial para RNA
(Gibeo) o bien RNA ribosomales de células eucarioticas, que se corrieron en
forma paralela a las muestras. Se tifio el gel con bromuro de etidio, ¢ bien se
colore6 la membrana de nylon luego de la transferencia con azul de
bromofenol.

Los resultados obtenidos fueron similares con cualquiera de los dos
métodos.
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RESULTADOS:

I-DETERMINACION DE LA DECARBOXILACION DE ORNITINA
POR EXTRACTOS ENZIMATICOS DE CRITHIDIA FASCICULATA.

1.1 ESTEQUIOMETRIA DE LA REACCION.

Todos los estudios de actividad de ODC se basan en la cuantificacion
del CO, liberado a partir de omitina por accion de la enzima. Con el objeto
de determinar la estequiometria de la reaccion, extractos enzimaticos de
C.fasciculata obtenidos como se indica en Materiales y Métodos se
incubaron en presencia de omitina uniformemente marcada durante 1 hora.
La mezcla de reaccion se analizo por electroforesis en papel, y los productos
radioactivos se detectaron pasando las tiras de papel por un “scanner”; para
determinar la posicion de los compuestos radioactivos se eluyeron los picos
correspondientes, que se cuantificaron en contador de centelleo liquido. En
forma simultanea, se midid la liberacion de l4COZ.

La tabla resume los datos obtenidos. La disminucién en la cantidad
de omitina es equivalente a la formacion de putrescina (0 liberacion de
CO,). El resultado obtenido estaria indicando que la estequiometria de la
reaccion catalizada por los extractos enzimaticos de C.fasciculata es:

orn—put +CO,
ornitina desaparecida| CO, formado |putrescina formada
ormm; - Oomy¢
(5.95 - 5.38)nmoles 0.49 nmoles 0.46nmoles
0.57 nmoles
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Fig.1: Los parasitos se incubaron durante | hora en presencia de
omitina uniformemente marcada. Los extractos se analizaron por
electroforesis en papel, los picos radioactivos observados se eluyeron
v se cuantificaron en contador de centelleo liquido.

1.2 SINTESIS DE ESPERMIDINA.

La decarboxilacion de omitina produce putrescina. A partir de ella se
originan las demas poliaminas, siguiendo una ruta metabolica bastante
estricta, donde espermidina es el segundo compuesto en aparecer. Para
demostrarlo, se hicieron incubaciones de parasitos en presencia de
putrescina radiactiva durante 1 y 6 horas, y los extractos se trataron de la
misma forma que en el caso anterior.
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Fig.2: Los parasitos se incubaron durante 1 hora (A) o 6 horas
(B) en  presencia de  putrescina  radioactiva (0.45 mM). Los
extractos se analizaron por electroforesis en papel.

Como se ve en la figura, la reaccidon de conversion es bastante lenta, ya que
al cabo de 1 hora de incubacién no se detecta la formacion de espermidina,
mientras que luego de 6 horas, se visualizan dos picos, uno correspondiente
a espermidina (alrededor de un 15 % de conversion) mientras que el otro
corresponde a la putrescina sin utilizar.

1.2.1 INHIBICION DE LA SINTESIS DE ESPERMIDINA.

La ciclohexilamina (CHA) es uno de los inhibidores mas conocidos
de la espermidina sintasa. Como una aproximacion mas para dilucidar el
camino biosintético de las poliaminas en C.fasciculata, se obtuvieron
cultivos desarrollados durante 18 horas en presencia de 2mM CHA, en
medio definido, HOS-MEM II. Al cabo de ese tiempo, se incubaron durante
6 horas en presencia de putrescina radioactiva, y los extractos se analizaron
por cromatografia en papel.
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Fig.3: Los parasitos en ausencia (A) 6 presencia (B) de inhibidor se
incubaron durante 6 horas con putrescina radioactiva (0.45mM).

Como se ve en la figura, cuando el cultivo se desarroll6 en presencia
de CHA, desaparece completamente el pico correspondiente a espermidina,
lo que estaria indicando que en presencia de la droga, la via que conduce a
la formaci6n de éste compuesto esta inhibida.

2- CONTENIDO ENDOGENO DE POLIAMINAS

Las poliaminas son compuestos esenciales presentes en todos los
seres vivos. En células superiores, hongos y levaduras, estan presentes tanto
putrescina como espermidina y espermina, mientras queé €n 0rganismos
inferiores como bacterias v protozoos, solo se encuentran en cantidades
apreciables putrescina y espermidina. Dentro del grupo de protozoos, 7.
cruzi es una de las excepciones, ya que tiene una concentracion endogena
mas 6 menos elevada de espermina, y niveles detectables de cadaverina.
Esto no es debido a su capacidad biosintética, sino a que los capta del medio
extermno.
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El contenido endogeno de poliaminas en C.fasciculata se determiné
en un analizador automatico de aminodcidos, obteniéndose el siguiente
resultado:

nmol/10® celulas

Putrescina 166.99
Espermidina 76.55
Espermina nd
Cadaverina nd

3- CAPTACION DE POLIAMINAS

El medio de cultivo que se utilizo en la mayor parte de los
experimentos de captacion, HOS-MEM 1I, es un medio completamente
definido, carente de poliaminas. Los parasitos desarrollados en €ste medio,
deben valerse de su capacidad biosintética para sintetizar las poliaminas
necesarias para su crecimiento.

Algunos parasitos pertenecientes a la misma familia que C.
fasciculata, por ejemplo T. cruzi, no son capaces de proliferar en este
medio, crecen en medios mas 6 menos ricos suplementados con suero fetal
bovino, probablemente porque necesiten captar del medio de cultivo una
determinada cantidad de poliaminas, lo que estaria indicando que su
capacidad biosintética no es suficiente para mantener los niveles endégenos
necesarios para su desarrollo. En el caso de 7. cruzi, que ha sido
ampliamente estudiado, se sabe que la mayor parte de las poliaminas
endogenas son captadas del medio. En este parasito no se ha podido detectar
actividad de ODC, lo que explicaria su necesidad de tomar las poliaminas
del medio.

.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA CAPTACION

(U8

.1.1 EFECTO DE DFMO EN LA CAPTACION DE PUTRESCINA

(U]

Se ha descripto en varios sistemas que el transporte de poliaminas se
ve muy aumentado cuando se inhibe la sintesis de poliaminas por el
agregado de DFMO al medio de cultivo. Como se vera mas adelante, el
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DFMO tiene un efecto muy importante sobre la actividad de ODC en
C fasciculata, por lo tanto se esperaba que tambien provocara alteraciones
en el sistema de transporte de poliaminas.

Se hicieron ensayos de captacion de putrescina, en presencia O
ausencia de DFMO. Es importante hacer notar aqui, que en condiciones
normales de cultivo, la captacion de putrescina es muy baja, comparada con
los valores obtenidos en las mismas condiciones en otros parasitos.

pmoles/min/1Pparasitos B
0% -
oM - i
0 5
0.0 .
008
i
006 ;
A ;
004
0.02
Control 5mM DFMO

Fig. 4: Los parasitos se cultivaron durante 18 horas en ausencia A) 6
en presencia B) de SmM DFMO. Al cabo de ese tiempo se recogieron
alicuotas, se resuspendieron en PBS, y se midio la captacion de
putrescina radioactiva.

La captacion de putrescina se ve aumentada en un orden de magnitud
con respecto al control cuando el experimento se hace manteniendo al
cultivo en presencia de SmM DFMO.
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3.1.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE
DFMO PARA LOGRAR MAXIMO EFECTO EN LA CAPTACION.

Se probaron cantidades crecientes de DFMO para determinar cual era
la concentracion con la cual se lograba el mayor efecto en el aumento de la
captacion de putrescina.
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Fig.5: Los parasitos se cultivaron durante 18 horas en presencia de
cantidades crecientes de DFMO. Al cabo de ese tiempo se recogieron
alicuotas, se resuspendieron en PBS, y se midié la captacion de
putrescina radioactiva.

La captacion de putrescina alcanza su maximo valor cuando el
cultivo se desarrolla con 1 a 10mM DFMO.

3.1.3 DETERMINACION DEL TIEMPO DE CULTIVO OPTIMO EN
PRESENCIA DE DFMO PARA LOGRAR MAXIMO EFECTO EN
LA CAPTACION.

Los parasitos se desarrollaron en presencia de 10mM DEFMO, v se
recogieron alicuotas a distintos tiempos, con el objeto de determinar cual era
el periodo necesario para que la droga produzca la activacion maxima del
transporte.
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Fig.6: Los parasitos se desarrollaron en presencia de 10mM DFMO y
a los tiempos indicados, se recogieron alicuotas que se resuspendieron
en PBS. Se midio la captacion de putrescina radioactiva en todas las
fracciones recogidas. EIl tiempo cero equivale a un control sin
DFMO.

A partir de los resultados obtenidos, se tomdé como condicién
standard para los experimentos posteriores, desarrollar los cultivos durante
la noche (16-18hs) en presencia de 10mM DFMO.

3.1.4 ESPECIFICIDAD DE LA CAPTACION

Omitina es un aminoacido basico que, por accion de la enzima ODC,
se decarboxila para dar putrescina. Este compuesto es, por lo tanto, el
primer metabolito implicado en la sintesis de poliaminas. Como se vera mas
adelante, este paso de decarboxilacion de un sustrato para dar la primera de
las poliaminas es uno de los mas regulados de todo el camino biosintético.

Putrescina, por acciéon de la enzima espermidina sintasa, y de un
dador de grupos aminopropilo como es S-adenosilmetionina decarboxilada,
es capaz de formar espermidina, el segundo de los metabolitos de la via.



Se quiso determinar si C fasciculata era capaz de captar del medio
otros metabolitos relacionados, ademas de putrescina, y si la captacion era
afectada por la accion del DFMO.

Se hicieron experimentos de captacion de espermidina y ornitina
radioactivas, incubando 6 no los cuitivos durante 16 horas en presencia de
10mM DFMO.
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Fig.7: Los parasitos se cultivaron durante la noche en presencia 6
ausencia de 10mM DFMO; se recogieron alicuotas, se resuspendieron
en PBS, y se midié la captacion de putrescina, ornitina y espermidina
radioactivas.

Como se ve en el grafico, unicamente la captacion de putrescina se
ve aumentada en presencia de 10mM DFMO. Esto indica que la captacion
de las otras poliaminas estaria regulada por un mecanismo diferente, que no
se ve afectado por el agregado de este inhibidor. Tambien es importante
destacar que la captacion de ornitina tiene valores muy bajos, indicando que
la maquinaria biosintética del parasito es lo suficientemente eficaz como
para que €ste no necesite tomar compuestos del medio.



3.1.5 CURVA DE TEMPERATURA DE CAPTACION DE
PUTRESCINA

Se hizo una curva de captacion en un rango que iba desde 0°C hasta
45°C, con el objeto de determinar si la captaciéon de putrescina se veia
afectada por la temperatura. En los experimentos anteriores se vio que la
captacion de putrescina en condiciones normales de cultivo es muy baja; por
lo tanto el experimento se hizo con un cultivo desarrollado durante la noche
en presencia de 10mM DFMO.
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Fig.8: Los parasitos se cultivaron 16 horas en presencia de 10mM
DFMO, se recogieron alicuotas que se resuspendieron en PBS, y se
midié la captacion de putrescina radioactiva a las diferentes
temperaturas especificadas en la figura.

Pese a que se obtiene una eficiencia maxima de captaciéon a 35°C, se
eligid seguir trabajando a 28°C, que es la temperatura a la cual se cultivan
los parasitos.
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3.1.6 CAPTACION EN DISTINTOS PUNTOS DE LA CURVA DE
CRECIMIENTO DEL PARASITO.

Se determino la captacion de putrescina en dos puntos distintos de la
curva de crecimiento. En fase logaritmica (30x10° parasitos/ml) y luego en
el mismo cultivo cuando alcanzo la fase estacionaria (90x10° parasitos/ml).

Simultaneamente, se quiso determinar si el efecto de DFMO en la
captacion era dependiente de la fase de crecimiento del cultivo. Por lo tanto,
el experimento se hizo fraccionando el cultivo, y exponiendolo 6 no a la
droga.
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Fig.9: Los parasitos se cultivaron durante la noche en presencia 6
ausencia de 10mM DFMO. Cuando alcanzaron la fase logaritmica, se
resuspendieron en PBS, y se midio la captacion de putrescina.
Fracciones de los mismos cultivos desarrollados en el mismo medio
hasta alcanzar la fase estacionaria, se usaron para repetir el ensayo de
captacion.

La captacién de putrescina en el estado estacionario es muy baja, y no
se ve afectada por la presencia de 10mM DFMO en el medio de cultivo, a
diferencia de lo que sucede en un cultivo en fase logaritmica, donde la
captacion se incrementa sensiblemente por efecto de la droga.



3.2 REQUERIMIENTOS ENERGETICOS Y DE SINTESIS DE
PROTEINAS PARA LA CAPTACION DE PUTRESCINA.

3.2.1 EFECTO DE INHIBIDORES DE LA RESPIRACION.

La captacion de poliaminas en C fasciculata seria un proceso
dependiente de energia, ya que como se vi6 anteriormente, es muy sensible
a los cambios de temperatura. Para determinario en forma concluyente, se
midié la captacion de poliaminas en presencia de inhibidores conocidos de
la respiracion: un desacoplante de la cadena respiratoria como el 2,4 DNP
(2,4 dinitrofenol), un inhibidor de la citocromo oxidasa KCN (cianuro de
potasio), y un reductor muy fuerte como el AsOsKj; (arsenito de potasio).
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Fig.10: Los parasitos se incubaron en presencia de 10mM DFMO
durante la noche; al dia siguiente el cultivo se fracciond, y a cada
fraccion se le agrego KNC, 2 4DNP 6 AsO:K; respectivamente, en
concentracion ImM, v se midio la captacion de putrescina a los
tiempos indicados.

Los compuestos KCN y 2,4DNP, que actian directamente sobre la
cadena respiratoria, resultaron ser inhibidores muy fuertes del proceso de
captacion de  poliaminas, mientras que el arsenito de
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potasio, que tiene un efecto mas general, no la afecta, obteniendose valores
comparables al control. Estos resultados indican que al igual que en otros
sistemas estudiados anteriormente, el transporte es un proceso dependiente
de energia.

3.2.2 EFECTO DE CICLOHEXIMIDA

La cicloheximida es un potente inhibidor de la sintesis de proteinas en
eucariontes. Con el objeto de determinar si el aumento de la captacion de
putrescina en cultivos desarrollados en presencia de DFMO era mediado por
la sintesis de nueva proteina transportadora, se agrego cicloheximida a los
cultivos, y se midio el transporte de la poliamina al interior de la célula.
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Fig.11: Los parasitos se incubaron durante la noche en presencia de
10mM DFMO. Al dia siguiente se les agregdé S5Oug/ml de
cicloheximida, y se midio la captacion de putrescina radioactiva a los
tiempos indicados en la figura..

Como se ve en la figura la captacion de putrescina requiere la sintesis
continuada de nueva proteina transportadora, ya que en presencia de un
inhibidor como es la cicloheximida, disminuye con el tiempo. El hecho de
que los valores de captacion no lleguen a niveles cercanos a cero en el
transcurso de este experimento en presencia de cicloheximida, estaria
hablando de la existencia de dos tipos de transportadores, uno inestable, v
otro de mayor estabilidad.
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3.3 ENSAYOS DE COMPETENCIA

Para determinar si existe un transportador especifico para cada
poliamina, ¢ un so6lo sistema de transporte comin a todas ellas se midio la
captacion de putrescina 6 espermidina en presencia y ausencia de otras
poliaminas ¢ sustancias andlogas que podrian actuar como posibles
competidores.

3.3.1 COMPETENCIA PARA LA CAPTACION DE PUTRESCINA

Se hizo un ensayo de competencia para la captaciéon de putrescina,
preincubando los cultivos durante 1 hora en presencia 6 ausencia de otras
poliaminas (putrescina P, espermidina Spd, espermina Sm, cadaverina Cad)
y de analogos de poliaminas (diaminopropano) DAP, dibenciputrescina
(DBP) todos en concentraciones 0.5mM.

% ACTIVIDAD

CONTROL put spd SM cad DAP DBP

Fig.12: Los parasitos se incubaron ON en presencia de 10mM DFMO,
al dia siguiente se lavaron y resuspendieron en medio fresco, se les
agregd 0.5mM del competidor indicado y al cabo de una hora se
midid la captacion de putrescina radioactiva. Los valores estin
expresados como porcentaje de actividad con respecto al control.
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De los resultados obtenidos, se ve que en estos tripanosomatidos la
captacion de putrescina es poco afectada por el agregado de altas
concentraciones de otras poliaminas, como tampoco por el agregado de
analogos sintéticos como DAP y DBP. Este resultado indicaria la existencia
de un transportador especifico para putrescina.

3.3.2 COMPETENCIA PARA LA CAPTACION DE ESPERMIDINA

Se repitio el experimento anterior, con los mismos competidores,
aunque en éste caso se midio la captacion de espermidina radioactiva.

% ACTIVIDAD

CONTROL put

Fig.13: Los parasitos se incubaron durante la noche en presencia de
10mM DFMO, al dia siguiente se lavaron, resuspendieron en medio
fresco y se les agregdé 0.5mM del competidor indicado, y la cabo de
una hora se midio la captacion de espermidina radioactiva. Los
valores estan expresados como porcentaje de actividad con respecto al
control.

De la figura se deduce que el transporte de espermidina se ve afectado
en gran medida por el agregado de espermina, aunque no asi por cadaverina
v DBP. Este resultado, indicaria la existencia de un segundo sistema de
transporte, mas inespecifico que el anterior, y que no solo permitiria el flujo
de espermidina, sino tambien de espermina, y en menor medida del analogo
sintético diaminopropano. Los resultados expresados anteriormente estarian
indicando la presencia de dos sistemas de transporte, uno especifico para



putrecina, y otro mas general que permite la entrada no solo de espermidina
sino tambien de esperrina. Hay que hacer la salvedad de que €stos son
todos sistemas “in vitro”, ya que “in vivo” los niveles de espermina en €ste
parasito no son detectables.

3.4 PARAMETROS CINETICOS DE LA CAPTACION DE
PUTRESCINA.

3.4.1 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD (Km)

Como se ha visto hasta aqui, el transporte de putrescina hacia el
interior de la célula aumenta significativamente cuando el cultivo se
desarrolla en presencia de DFMO, que inhibe en forma iurreversible a la
ODC, y por lo tanto frena la sintesis de putrescina. Este incremento nos
llevo a pensar que probablemente hubiera algun cambio en la afinidad del
transportador, que hiciera que ante una disminucién del nivel de poliaminas
intracelulares, captara las del medio externo con mayor avidez.

Se determin6 la constante de afinidad aparente (Km) para la
captacion de putrescina en un cultivo control, y en forma simultanea, en
otro que se desarrollo durante la noche en presencia de 10mM DFMO.
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Fig.14: Los parasitos fueron incubados durante 16 horas en presencia
0 ausencia de 10mM DFMO. Al dia siguiente se lavaron y
resupendieron en PBS, v se agregaron cantidades crecientes de
putrescina. La Km y la velocidad méaxima se determinaron a partir del
correspondiente grafico de Lineweaver-Burk.



-DFMO +10mM DFMO
Km (x10®° M) 28 31
Vs (pmolesxmin™/10°cél) 0.22 6.7

Tabla 1: Km y Vmax para la captacién de putrescina.

De los valores obtenidos a partir del grafico, se deduce que no hay
variacion en la Km para la captacion de putrescina, en cultivos desarrollados
en presencia 0 ausencia de 10mM DFMO, mientras que la velocidad
maxima es mas de un orden de magnitud mayor. Esto indica que el aumento
en la captacion se puede atribuir inicamente a un aumento de la velocidad
maxima del proceso, y no a un cambio de la afinidad del transportador por
la putrescina, como se habia pensado inicialmente. Los resultados indicarian
por lo tanto que la presencia de DFMO induce marcadamente la sintesis del

transportador de putrescina.
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4- CARACTERIZACION DE LA ORNITINA DECARBOXILASA DE
CRITHIDIA FASCICULATA.

4.1 OPTIMIZACION DEL ENSAYO.
4.1.1 CURVA DE TEMPERATURA
Se midio la actividad de ODC de un extracto enzimatico a varias

temperaturas entre 0°C y 45°C, para determinar la temperatura optima de la
reaccion.
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Fig.15: Se midié actividad de ODC durante 1 hora, a las temperaturas
indicadas en el grafico, utilizando como sustrato ornitina radioactiva.

A partir de este experimento se eligié realizar todos los ensayos de
ODC a 37°C.
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4.1.2 CURVA DE pH

De la misma manera que en el caso anterior, se determiné el pH
optimo de la reaccidn de decarboxilacion de omitina.
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Fig.16: Se midi6 actividad de ODC durante 1 hora a 37°C, a los
distintos pH que se indican en la figura, utilizando como sustrato
ornitina radioactiva.

Se obtienen dos picos de actividad a diferentes pH, 5.7 (6 menor) y
7.3. Se elige seguir trabajando a pH 7.3 por considerarselo mas fisioldgico
en los cultivos “in vitro”.

4.1.3 REQUERIMIENTOS DE COFACTOR.
RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD POR AGREGADO DE
PLP A LA APOENZIMA.

Como se describidé en la Introduccion, todas las decarboxilasas
estudiadas utilizan como cofactor piridoxal 5’fosfato (PLP). El cofactor
debe ser agregado al extracto enzimatico desde un primer momento, de otra
manera, por lo menos en el caso de la ODC de C. fasciculata, es muy
susceptible a la pérdida de actividad.

Se preparé el extracto enzimatico sin agregar el cofactor en el buffer
de ruptura, ademas de dializarse contra hidroxilamina como se explico en
detalle en Materiales y Métodos. Una vez obtenida la apoenzima, se hizo un



ensayo de actividad de ODC agregando cantidades crecientes de PLP en
cada tubo.
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Fig.17: Se midié actividad de ODC, agregando en cada tubo la
concentracion de PLP indicada en cada caso. Se utilizé como sustrato
ornitina radioactiva.

La dependencia del extracto por el cofactor es muy importante, y se
alcanza un maximo de actividad a concentraciones saturantes del mismo. A
partir de los valores obtenidos, se pudo calcular la Km para el cofactor,
mediante el grafico de Lineweaver-Burk.

Km piridoxal S’fosfato = 0.09mM

Por otro lado, se hizo un ensayo utilizando como cofactor
piridoxamina fosfato (PAP), que se sabe compite por el sitio activo de la
enzima, pero es incapaz de activarla. Para ello, se preparé un extracto
enzimatico sin PLP (control),y en el momento de medir actividad se agrego
PLP, PAP 6 ambos.



nmoles CQ,/ mg prot

Fig.18: Se mdié actividad de ODC agregando en el ensayo 0.5mM
PLP, 0.5mM PAP, 6 bien los dos en forma simultinea. Se utilizo
como sustrato para la reaccion omitina radiactiva.

Los resultados demuestran que PAP es incapaz de activar el extracto,
como lo hace el PLP. Ademas, cuando se ponen los dos juntos hay una
disminucion de la actividad, lo que estaria indicando que compiten por el
sitio de union.

4.1.4 ACTIVIDAD DE ADC.

La arginina decarboxilasa (ADC), cataliza la decarboxilacion de
arginina para dar agmatina, que a su vez es sustrato de la agmatina
ureohidrolasa, para producir putrescina. Se ha descripto en varios
organismos la existencia de esta enzima; por lo tanto se intent¢ determinar st
en C.fasciculata parte de las poliaminas endogenas se originan a partir de
arginina.

Para determinar si la sintesis de putrescina en C.fasciculata se debe a
una verdadera ODC, y no esta originada en las reacciones sucesivas de la
ADC y la agmatina ureohidrolasa, se hizo un ensayo de actividad utilizando
como sustrato para la reacciéon arginina radiactiva (305mCi/mmol, 1.7mM).
Por otra parte se investigo si el agregado de difluormetilarginina (DFMA)
podia inhibir la reaccién catalizada por ODC, lo que indicaria la
transformacion via arginasa de DFMA en DFMO.
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Fig.19: Los extractos enzimaticos se incubaron en presencia de
0.69mM (final) de omnitina radiactiva, 0.5mM (final) de arginina
radiactiva, y 10mM DFMO 6 DFMA, como se indica en el grafico.
Las incubaciones se llevaron a cabo durante 1 hora a 37°C.

Como se ve en la figura, la actividad de ADC es practicamente nula,
0.5% de la actividad total de decarboxilacion. De la misma manera, cuando
se utiliza DFMA como inhibidor, en reemplazo de DFMO (que inhibe en
un 95%), la reaccién se altera muy poco (menos del 10%). Ambos datos
estarian indicando que en C. fasciculata no existe actividad de arginina
decarboxilasa ni de arginasa.

4.1.5 EFECTO DE ACIDO OXIACETICO

Se ha descripto en algunos sistemas animales que bajas
concentraciones de acido oxiacético inhiben la liberaciéon de CO, producido
a partir de la decarboxilaciéon oxidativa de la ormitina catalizada por la
enzima mitocondrial omitina-2-oxo-acidoaminotransferasa (Murphy et al.
1976).
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Fig.20: Los extractos enzimaticos se incubaron en ausencia 0
presencia de 10uM de AOA durante 1 hora a 37°C utilizando ornitina
radioactiva como sustrato de la reaccion.

El ensayo de actividad se realizé en presencia de 10uM de AOA, y

como se puede ver, la inhibicion de la actividad decarboxilante es de sélo el
10%.

4.2 PARAMETROS CINETICOS

4.2.1 ACTIVIDAD DE ODC EN DISTINTOS PUNTOS DE LA CURVA
DE CRECIMIENTO

Se determind la actividad de ODC a lo largo de la curva de
crecimiento del parasito. Se sacaron alicuotas del cultivo en distintos puntos
de la curva, siguiendo su crecimiento por conteo en camara de Neubauer.
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Fig.21: Se midio actividad de ODC en distintos puntos de la curva de
crecimiento. Alicuotas del cultivo se cosecharon a los tiempos
indicados. En todos los casos se incubo el extracto durante 1 hora a
37°C en presencia de ornitina radiactiva.

4.2.2 RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD DE ODC AL REINICIAR
EL CRECIMIENTO.

Como se vio en el punto anterior, la actividad de ODC va
disminuyendo a medida que el cultivo va envejeciendo. En este experimento
se quiso evaluar la capacidad de recuperacion de la actividad de la enzima
por el agregado de medio fresco al cultivo.

Se desarrollé un cultivo hasta que alcanzé el estado estacionario, se
centrifugd suavemente, y se resuspendio en medio fresco, a una
concentracion de parasitos de 1x107/ml de cultivo. Se fueron sacando
alicuotas a los tiempos indicados, y se midié actividad de todas ellas.
Simultaneamente, se separd una fraccion del mismo cultivo, y se desarrollo
en presencia de metionina->> S, sacando alicuotas a los mismos tiempos, para
poder evaluar la incorporacion de radiactividad a la fraccion TCA-insoluble.
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Fig.22: Un cultivo en estado estacionario se centrifugd suavemente, y
se resuspendio en medio fresco reiniciando el cultivo. Se cosecharon
alicuotas a los tiempos indicados luego del agregado del medio fresco,
v se midi6 actividad de ODC en presencia de ornitina radioactiva e
incorporacion de metionina radioactiva..

Los resultados muestran que la recuperacion de la actividad de ODC
hasta alcanzar valores normales es muy rapida, de aproximadamente cuatro
horas, y va paralela a una activa incorporacion de metionina->"S, lo que
indica que la recuperacion es via sintesis “de novo” de proteinas.
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4.2.3 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD PARA
ORNITINA (Km).

Se determiné la constante de afinidad aparente (Km) para omnitina,
sustrato de la reaccidn catalizada por la ODC. El cultivo se desarrollo en
medio definido HOS-MEM I, se cosecho, se preparo el extracto y se midio
actividad enzimatica en presencia de concentraciones crecientes de ornitina.
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Fig.23: Grafico de Lineweaver-Burk para determinar la Km aparente
por el sustrato y la velocidad maxima de la reaccion catalizada por la
ODC.

A partir del grafico se obtiene una Km aparente para ornitina de
0.25mM, y una velocidad maxima de 0.09nmoles/min. Estos resultados
difieren bastante de los obtenidos en nuestro laboratorio para L. mexicana,
que tiene una Km aparente de 0.75mM (Sanchez et al., 1995) aunque son
comparables a los obtenidos para la enzima aislada de T.
brucei(Km=0.28mM) (Phillips, M. et al. 1988).

Km = 0.25mM
Vmax = 0.09 nmoles/min
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4.2.4 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

Todas las ODC de parasitos tripanosomatidos estudiadas hasta el
momento son muy estables, con una vida media de alrededor de 8 horas.
Para saber si la ODC de C fasciculata compartia €sta caracteristica, se hizo
una incubacion en presencia de cicloheximida. Para ello, se incubd un
cultivo en presencia de 50ug/ml de cicloheximida (CHx), y se sacaron
alicuotas a distintos tiempos para medir actividad.
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Fig.24: Un cultivo de parasitos desarrollado en medio HOS-MEM se
incub6 en presencia de 50pg/ml Chx. Las alicuotas se recogieron a los
tiempos indicados en la figura, y se midié actividad de ODC
utilizando como sustrato de la reaccién omnitina radioactiva.

A partir de los resultados obtenidos, es evidente que la ODC de C.
fasciculata es muy inestable “in vivo”, con una vida media de 30 minutos,
comparable sélo a la de mamiferos.

4.2.5 REGULACION POR POLIAMINAS
4.2.5.1 ENSAYO “IN VIVO”

Como se menciond anteriormente, la ODC es una enzima que esta
muy regulada a todo nivel. Las enzimas de diferentes organismos
comparten el mismo mecanismo catalitico de formacion de putrescina
utilizando PLP como cofactor, y, como se vera mas adelante, la inhibiciéon
irreversible por a-difluorometilornitina (DFMO). En cuanto a la regulacion
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por la presencia de poliaminas en el medio, los efectos son diferentes en la
mayoria de las enzimas estudiadas. Para determinar cual era el efecto del
agregado de poliaminas al medio de cultivo, se prepararon cultivos en medio
definido a los que se les agregé 10mM putrescina 6 ImM espermidina,
recogiendose alicuotas a diferentes tiempos para medir actividad de la
enzima.
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Fig.25: Los parasitos se desarrollaron en medio definido, con el
agregado 6 no de 10mM putrescina 6 ImM espermidina. A los
tiempos indicados se recogieron alicuotas y se midié actividad de
ODC utilizando ornitina radioactiva como sustrato.

Los resultados demuestran que el agregado de putrescina al medio de
cultivo provoca un leve aumento en la actividad de la enzima, comparado
con los valores del control, en vez de la esperada regulacion negativa.
Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que la ODC de L.
mexicana, un parasito perteneciente a la misma familia, tampoco es
regulable por poliaminas; en cambio la ODC de mamiferos es muy sensible
al agregado de poliaminas al medio de cultivo, a traves de un mecanismo
que se halla ausente en tripanosomatidos.



4.2.5.2 ENSAYO "IN VITRO”

En el ensayo anterior se demostr6 que la ODC de C.fasciculata no es
regulable por la presencia de poliaminas en el medio de cultivo. Se quiso ver
entonces si la reaccion “in vitro” se modificaba por el agregado de
poliaminas al medio de reaccion. El extracto enzimatico se preparé como se
detalla en Materiales y Métodos, y se agregaron putrescina ¢ espermidina en
la mezcla de reaccion a las concentraciones indicadas,.
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Fig.26: Los extractos enzimaticos se incubaron durante una hora en
presencia de cantidades crecientes de putrescina y espermidina,
utilizando como sustrato para la reaccion ornitina radiactiva.

De la figura se concluye que la ODC de C fasciculata tampoco es
regulable por el agregado de poliaminas al ensayo de actividad, salvo a altas
concentraciones de putrescina (50mM), donde se ve una inhibicion de
aproximadamente el 20%.



5- EFECTO DE INHIBIDORES

Dada la importancia de las poliaminas para el crecimiento de los
parasitos, se ha tratado de desarrollar inhibidores de la enzima ODC. Si se
detiene la sintesis de putrescina, la via metabélica de sintesis de poliaminas
se bloquea, y por lo tanto se esperaria que se detuviera el crecimiento de los
cultivos.

5.1 EFECTO DE DIAMINOBUTANONA
5.1.1ENSAYOS “IN VITRO”

La diaminobutanona es un compuesto analogo a la putrescina, que se
une a la ODC vy la inhibe.

HyN-CHyCH7CH7CHyNH; DPutrescina

H:;_N-CHZ-E -CHyCHyNH;  Diaminobutanona

Se hicieron ensayos de inhibicion agregando cantidades crecientes de
diaminobutanona a la mezcla de reaccion.
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Fig.27: Se incubd un extracto enzimatico en presencia de
concentraciones crecientes de DAB. Se utilizd como sustrato de la
reaccion omitina radioactiva en concentracion 0.69mM.
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La DAB tiene un efecto muy inhibitorio sobre la actividad de ODC.
aun a bajas concentraciones, ya que a 0.5mM queda una actividad residual
del 25%. Para determinar el tipo de inhibicion se hicieron curvas de
competencia a dos concentraciones de sustrato diferentes. Se trabajé a dos
concentraciones de ornitina radioactiva: 0.69mM (la que se usa
normalmente para los ensayos) y 0.354 mM. Las concentraciones se
eligieron teniendo en cuenta la Km para omnitina, que es de 0.25mM.

. ‘m; [omn]=0.354mM

{om]=0.69mM
0 2 s 6 8 10
[Inhibidor] mM

Fig.28: Analisis de Dixon (Dixon plot) para la caracterizacion del
inhibidor. Se utilizaron dos concentraciones de sustrato, una saturante
(0.69mM) y otra no saturante (0.354mM), cercana a la Km para
ornitina.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el grafico de Dixon
(Dixon, 1964), vy se vio que la DAB era un inhibidor competitivo, con una
Ki=0.15mM.
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5.1.2 ENSAYOS "IN VIVO”

Anteriormente se demostré que DAB es un inhibidor competitivo de
la ODC. Se hicieron ensayos “in vivo” para ver si con esta droga se podia
detener el crecimiento de los parasitos.
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Fig.29: Los cultivos se desarrollaron en medio HOS-MEM 11, en
ausencia (control) 6 presencia de ImM DAB. Todos los cultivos se
diluyeron a medida que alcanzaban la fase logaritmica tardia
(indicado por la flecha) reiniciando luego la incubacion. El
crecimiento se siguié por conteo en camara de Neubauer.

Como se ve en la figura, ain luego de sucesivos pasajes en presencia
de 1mM DAB, la velocidad de crecimiento de los cultivos es comparable a
la del control.

5.2 EFECTO DE a-DFMO.

Como se ha mencionado varias veces, el DFMO es un analogo
sintético de ornitina. Se une al sitio activo de la enzima, y se decarboxila
dando un compuesto intermedio que permanece unido en forma covalente,
inactivando la enzima en forma irreversible. La unién del DFMO a la ODC
es altamente especifica, y tiene una relacion estequiométrica subunidad
proteica: inhibidor de 1:1. Esta propiedad del compuesto ha sido de gran
utilidad entre otras cosas para la determinacion del peso molecular de la
enzima en geles desnaturalizantes, para la localizacion subcelular y la



cuantificacion de la enzima y para estudios sobre los mecanismos de
degradacion de la ODC.

5.2.1 EFECTO DE DFMO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

Se probaron distintas concentraciones de DFMO en un ensayo “in
vitro” de actividad enzimatica, para determinar el porcentaje de inhibicion.
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Fig.30: Se midié actividad de ODC en presencia de cantidades
crecientes de DFMO en la mezcla de reaccion, en un rango de O a

10mM, utilizando como sustrato de la reaccion omitina radioactiva.
Como se ve en la figura, la inhibicion de la actividad de ODC en los
extractos enzimaticos aumenta con la concentracion de DFMO, lograndose

una inhibicién practicamente del 100% a 10mM. A partir de estos valores se
pudo calcular la constante de inhibicion (Ki) del DFMO que resulto

Ki=0.2mM
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5.2.2 EFECTO DE DFMO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ODC ~IN
VIVO”.

Cuando se agrega DFMO a los medios de cultivo y la droga se une en
forma irreversible a la enzima, los organismos dejan de producir poliaminas,
y por lo tanto se produce la inhibicién del crecimiento

En la literatura se ha descripto este fenomeno en otras especies de
parasitos, en hongos, células animales y plantas. Unicamente la ODC de £.
coli es insensible al compuesto. La mayoria de los casos descriptos de
“resistencia” a la droga son aquellos en que por efecto de la misma, se
produce una amplificacion del gen de ODC, y por lo tanto siempre quedaria
una actividad residual de la enzima que permitiria la proliferacion normal.

Para determnar el efecto del agregado de la droga a cultivos de C.
fasciculata, éstos se desarrollaron en medio definido (HOS MEM II) en
presencia de cantidades crecientes de DFMO, en un rango de 5 a 50mM,
durante sucesivos pasajes. El crecimiento se siguié dia a dia por contaje del
numero de parasitos en camara de Neubauer, y a medida que alcanzaban la
fase estacionaria temprana se diluyeron con medio fresco reiniciando un
nuevo ciclo de crecimiento.En todos los casos se utilizé cultivos control sin
DFMO.
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Fig.31: Los cultivos se desarrollaron en ausencia ¢ presencia de SmM,
10mM y 50mM DFMO, en medio HOS-MEM I, diluyendo con
medio fresco a medida que alcanzaban la fase logaritmica tardia. El
crecimiento se siguié por conteo en camara de Neubauer.

Como se puede ver, la velocidad de crecimiento no se ve afectada en
cultivos en presencia de SmM, 10mM y hasta 50mM DFMO. Una de las
explicaciones mas razonables para justificar estos resultados es que el
DFMO no puede entrar a las células, y de ahi su insensibilidad. Para
investigar ésta posibilidad se prepararon extractos enzimaticos de cada
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cultivo, se midio actividad de ODC, y se vio que todos ellos tenian valores
de actividad especifica que iban desde el 3 al 7 % de los valores normales

(ver mas adelante), es decir, que la droga entraba e inhibia a la enzima
ODC.
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Fig.32: Los cultivos se desarrollaron en ausencia (control) 6 presencia
de 5, 10 v 50mM. Luego de varias diluciones en medio fresco HOS-
MEMII al alcanzar la fase logaritmica tardia, se cosecharon, se
lavaron 2 vecesen PBS,y se midio actividad de ODC para cada
extracto enzimatico obtenido.

5.2.3 RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA AL
REMOVER EL DFMO DE LOS CULTIVOS.

Ya se demostré que el extracto enzimatico preparado a partir de
cultivos desarrollados en presencia del inhibidor, carece practicamente de
actividad. Se quiso ver la velocidad de recuperacion de la actividad
enzimatica una vez que se saca el inhibidor del medio.

Un cultivo desarrollado durante mas de un mes en presencia de
10mM DFMO se lavé con PBS, se resuspendiéo en medio fresco, y se
reinici¢ la incubacion recogiendo alicuotas a distintos tiempos. Se midio
tambien la sintesis proteica por incorporacion de metionina->>S a la fraccion
precipitable por TCA.
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Fig.33: El cuitivo desarrollado en presencia de 10mM DFMO se lavo
con PBS, se resuspendié en medio fresco, y a los tiempos indicados
en la figura se recogieron alicuotas para medir actividad de ODC. A
una fraccion del mismo, se midi6 incorporacion de metionina
radioactiva como patron de sintesis de proteinas.

Como se puede ver en la figura, una vez que se lava el DFMO del
medio, la recuperacion de la actividad de ODC comienza inmediatamente, y
alcanza sus valores normales al cabo de 4 horas. La tasa de recuperacion de
la actividad es similar a la de sintesis de proteinas totales, lo que indicaria
que la recuperacion de la actividad sucede via sintesis de nueva proteina.

5.2.4 ENSAYO DE UNA POSIBLE AMPLIFICACION GENICA.

La resistencia de los cultivos de C.fasciculata a altos niveles de
DFMO podria explicarse por amplificacion génica, como se ha descripto en
la literatura para otros organismos (Hanson et al., 1992). Para evaluar esta
posibilidad, se tomé un cultivo que se habia desarrollado en presencia de
50mM DFMO durante un periodo prolongado de tiempo (l-2meses), se 1o
lavo con PBS para eliminar todo el DFMO, y se lo dejo recuperar durante
24 horas en medio fresco, sin el 1nhibidor. Si la enzima estuviera
amplificada, se esperarian valores de actividad de ODC muy superiores a
los normales.

80



Control Lavado

nmoles CO,/mg prot

Fig.34: Los cultivos se desarrollaron 6 no en presencia de S0mM
DFMO durante un periodo prolongado de tiempo (varias semanas). Se
lavaron, resupendieron en medio fresco y despues de 24 horas se
prepararon los extractos enzimaticos. Se midid actividad de ODC en
presencia de omitina radioactiva.

Los valores de actividad especifica fueron los mismos en un cultivo
“resistente” a 50mM DFMO y en cultivos normales; estos resultados
indicarian que posiblemente no se produjo amplificacion del gen de ODC.

5.2.5 REVERSIBILIDAD DE LA UNION.

Otra posibilidad para explicar la resistencia al inhibidor de los
cultivos de C.fasciculata era que la uniéon de DFMO al sitio activo de la
enzima fuera reversible ¢ estuviera alterada. En todos los casos de
organismos sensibles a la droga, ésta union es irreversible, y la enzima al no
poder liberarse, no estd disponible para el acceso de nuevas moléculas de
sustrato.

Un cultivo desarrollado en presencia de 50mM DFMO se dividio en
dos. Una fraccion se lavo, resuspendié en medio fresco y despues de
reiniciar la incubacion se recogieron alicuotas a dos tiempos diferentes. La
otra fraccion se tratd en forma similar, pero se agregé Chx despues de la
resuspension de los parasitos.

Como anteriormente se demostré que la recuperacion de la actividad
de ODC sucedia a traves de sintesis de nueva proteina, con el agregado de
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un inhibidor de dicha sintesis como Chx, se quiso probar si de alguna
manera la actividad enzimatica se podia recuperar por liberacion de
moléculas de ODC que estuvieran unidas a DFMO.

cpm j
10000 ~

Fig.35: Los cultivos se incubaron en ausencia 6 presencia de 50ug/ml
de CHx, y se recogieron alicuotas a los tiempos indicados en el
grafico. Se prepard el extracto enzimatico en la forma usual, y se
midié actividad de ODC de las fracciones recogidas en presencia de
ornitina radioactiva.

De la figura se concluye que la unién a DFMO es irreversible; no hay
“liberacion” de moléculas de ODC una vez unidas al inhibidor. La
recuperacion de la actividad cuando se elimina el DFMO del medio sucede
exclusivamente via sintesis de nueva proteina. El pequefio aumento que se
nota con CHx puede deberse al tiempo que ésta demora en entrar a la célula
e inhibir la sintesis proteica.

5.2.6 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA

De la misma manera como se determiné la estabilidad de la ODC en
el caso de un cultivo normal, se midio la estabilidad de la misma en un
cultivo resistente a DFMO. En este caso, al cultivo desarrollado en presencia
de 50mM DFMO por mas de un mes, se lo lavd y se dejo recuperar durante
48 horas en medio fresco para permitir la sintesis de nueva enzima. A partir



de ese momento. se procedid en forma analoga con las muestras tomadas de
ambos cultivos despues del agregado de CHx.
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Fig.36: Los cultivos control y resistente a DFMO se incubaron en
presencia de 50pg/ml de Chx. Se recogieron alicuotas a los tiempos
indicados en la figura, v se midi6 actividad enzimatica de los mismos
en presencia de omitina radioactiva.

En la figura se ve que la estabilidad de la enzima ODC es la misma
ya sea que el extracto se prepare a partir de un cultivo normal, ¢ a partir de
un cultivo que se ha desarrollado en presencia de SOmM DFMO durante
varias semanas.

5.2.7 ENTRADA DE DFMO.

Para demostrar que los parasitos resistentes a SOmM DFMO seguian
captando la droga en forma comparable a los de un cultivo normal, se
diseii6 el siguiente experimento: se tomd un cultivo control, se agrego
10mM DFMO al medio, y se recogieron alicuotas a distintos tiempos. Por
otro lado, se lavé dos veces con PBS un cultivo que se habia desarrollado en
presencia de SOmM DFMO, se resuspendié en medio fresco y se lo dejo
recuperar durante cuatro horas, agregando luego DFMO a la misma
concentracion que en el cultivo control, y se recogieron alicuotas a los
mismos tiempos. Lo que se quiso medir con este experimento era si la
disminucion de la actividad por agregado de DFMO al medio de cultivo era



aproximadamente la misma en un cultivo normal y otro “resistente”,
acostumbrado a la presencia de la droga.
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Fig.37: A ambos cultivos se les agregé 10mM DFMO en el medio. Se
recogieron alicuotas a los tiempos indicados en la figura, y se midid
actividad enzimatica de cada fracciéon en presencia de ormnitina
radioactiva. Los valores estan expresados en porcentaje con respecto a
la actividad de ODC al tiempo cero del experimento.

Con éste experimento se demuestra que los cultivos resistentes
siguen captando DFMO del medio en forma comparable a un cultivo
normal, ya que la disminucion de la actividad de ODC, que es nuestra
medida indirecta de que el DFMO esta entrando, no es significativamente
diferente en ambos casos. La medida directa de la captacion del DFMO es
practicamente imposible por la extremada lentitud de este proceso.

5.3 CULTIVOS RESISTENTES A DFMO.

Como se describié anteriormente, la enzima ODC preparada a partir
de cultivos desarrollados en presencia de 50mM DFMO despues de su
recuperacion, aparentemente no sufriria ningun cambio en sus propiedades
bioquimicas comparada con la enzima obtenida a partir de un cultivo que
nunca fue expuesto a la droga. Por lo tanto, se hizo un seguimiento a traves
del tiempo de ciertos pardmetros medibles de los cultivos como son las
curvas de crecimiento, su actividad enzimatica, el transporte de putrescina vy
el contenido endogeno de poliaminas, para ver si alguno de ellos vanaba con
el transcurso del mismo.

84



5.3.1 CURVA DE CRECIMIENTO.
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Fig.38: El cultivo se desarrollo en ausencia 6 presencia de SOmM
DFMO, y se diluy6 a medida que alcanzaba la fase logaritmica tardia.
El crecimiento se siguid por contaje del nimero de parasitos en
camara de Neubauer.

5.3.2 ACTIVIDAD DE ODC

A partir de los mismos cultivos anteriores se preparé extracto
enzimatico en el momento previo a cada dilucion, despues de haber lavado
los parasitos y se midi6 la actividad de ODC de todos ellos.

1 pasaje 2 pasajes | 3pasajes | 4 pasajes | 6 meses

CONTROL 6.71 7.74 9.55 8.32 8.25
50mM 0.64 1.09 0.8 0.5 0.42
DFMO

Tabla 2: Los valores estan expresados en nmoles CO-'h/mg proteina.

La actividad de ODC de los extractos de cultivos desarrollados en presencia
de 50mM DFMO es muy baja con respecto al control a lo largo de todo el
experimento.
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5.3.3 TRANSPORTE DE PUTRESCINA

A alicuotas de los mismos cultivos se les midio la captacion de
putrescina, para determinar si existia alguna variacion en el transcurso del
experimento.

| pasaje | 2 pasajes | 3 pasajes | 4 pasajes | 6 meses
CONTROL 0.034 0.039 0.093 0.078 0.051
50Mm 0.27 0.42 0.49 0.43 0.38
DFMO

Tabla 3: Los valores estan expresados en pmoles putrescina x min”'/10%células.

Como se puede ver en el cuadro, la captacion de putrescina no sufre
ninguna variacidn respecto de lo que se considera “normal” para un cultivo
desarrollado en presencia de 50mM DFMO. En todos los casos, es
aproximadamente 5 a 10 veces mayor que el de un cultivo control.

5.3.4 CONTENIDO ENDOGENO DE POLIAMINAS.

Se determiné el contenido de poliaminas de cada uno de los cultivos
anteriores, con un analizador automatico de aminoacidos. Los pasajes se
refieren a cultivos en presencia de DFMO.

Putrescina Espermidina
CONTROL 166.99 76.55
| pasaje 2.09 63.51
2 pasajes 1.8 112.58
3 pasajes 0.28 34.05
4 pasajes 0.62 35.28
6 meses 0.54 39.07

Tabla 4: Los valores estan expresados en nmol/ 10° células.
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El contenido endogeno de putrescina baja considerablemente a partir
del primer pasaje en presencia de 50mM DFMO, mientras que el de
espermidina baja un poco con respecto del control, hasta alcanzar un nivel
que es aproximadamente la mitad de la concentracion que tiene en
condiciones normales de cultivo.

Los resultados anteriores parecen indicar que C.jfasciculata muestra
una resistencia “natural” a DFMO. Podemos decir que este fenotipo no se
debe a impermeabilidad a la droga, ni a la induccion de algun tipo de
enzima insensible. Por otro lado, como se demostré anteriormente, tampoco
se produce amplificacion del gen de ODC en presencia de altas
concentraciones de DFMO. Podemos especular que la resistencia de C.
fasciculata a altas concentraciones de DFMO es debido al rapido recambio
de la proteina, que es continuamente sintetizada. La ODC residual podria
ser suficiente para producir cantidades muy pequeiias de putrescina, que €s
convertida rapidamente a espermidina, y permite la supervivencia del
parasito.

6- INMUNOPRECIPITACION.

Para determinar si existe alguna homologia estructural entre la ODC
de C.fasciculata y la de células de mamiferos (que son igualmente
inestables “in vivo”) se hizo un ensayo de inmunoprecipitacion de la ODC
de C.fasciculata con antisuero policlonal antiODC de mamifero. Se
probaron dos concentraciones de antisuero distintas, y se utilizd como
control un extracto enzimatico preparado a partir de higado de rata.
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Fig.39: Ensayo de inmunoprecipitaciéon de ODC de C.fasciculara con
antisuero antiODC de mamifero. Se llevé a cabo en las condiciones
que se indican en Materiales y Métodos. Luego de centrifugar, se
midio actividad de ODC de todos los sobrenadantes. Se utilizaron 2 y
5 ul de antisuero en cada caso.

Como se observa en la figura, el antisuero antiODC de mamifero precipita
la actividad de las células de higado de rata, mientras que no reacciona con
la ODC de C fasciculata, lo que indicaria que al menos no existe homologia
entre los epitopes hacia los cuales estan dirigidos los anticuerpos.

7 - DETERMINACION DEL PM DE ODC DE C.FASCICULATA EN

GELES DE SDS-PAGE.

7.1 PURIFICACION PARCIAL DE LA ODC

Para determinar el peso molecular de la ODC de C. fasciculata en
geles de poliacrilamida-SDS, se decidio purificarla parcialmente.

Proteina total Actividad total | Act. especifica Purificacién
(mg) (umoles) (nmoles CO,/h/mg
prot)
Original 118.1 8.5 72 1
Sbte. acetonico 74.3 9.6 128 1.7
DEAE 2 0.686 343 4.76

Tabla 5: Purificacion parcial de la ODC de C. fasciculata.
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7.1.1 TRATAMIENTO CON SOLVENTES ORGANICOS.

El agregado de medio volumen de acetona a los extractos elimino
aproximadamente el 50% de las proteinas, sin pérdida de ODC que
permanecid en el sobrenadante acetonico, lo que indicaria que se trata de
una proteina hidrofobica.

7.1.2 COLUMNA DE INTERCAMBIO ANIONICO

La fraccion soluble obtenida en el paso anterior, se sembro en una
columna de DEAE-Sepharose, y se eluyo con un gradiente de CINa de 0.1 a
0.5M. Antes de medir actividad de las fracciones recogidas, se dializaron
durante 2 horas contra buffer para eliminar la sal. La fraccion activa eluyo
en el rango de 0.3 a 0.4M CINa.
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Fig.40: Perfil de elucion de la columna de DEAE. De cada fraccién
recogida (2ml) se midio actividad de ODC. Los valores estan

expresados en actividad especifica.
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7.2 INCUBACION CON “H-DFMO.

La fraccion de ODC parcialmente purificada se incub6 durante una
hora a 37°C en presencia de *H-DFMO (27.12 Ci/mmol). Despues de la
reaccion se agrego 0.1mM DFEMO, 20ug de citocromo C, y 4 volumenes de
cloroformo:metanol (1:2), dejando precipitar a -20°C. Luego de dos horas,
se centrifugo, y el precipitado se resuspendid en “cracking buffer” para
someterlo a electroforesis en gel.

7.3 GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

La muestra obtenida se sembro en un gel de 12.5% poliacrilamida -
0.1% SDS, y se corrio durante 16 horas a 6mA. Se coloredé con Coomasie-
Blue, se decoloro, se traté con DMSO y PPO, se seco y se expuso sobre una
placa radiografica de alta sensibilidad a -70°C.

kDa
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97—

66—

45—
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Fig.41: Peso molecular de la enzima parcialmente punficada. El gel se
expuso a una placa radiografica de alta sensibilidad durante vanas
semanas.
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8- CLONADO Y SECUENCIACION DE LA ENZIMA ODC.

En vista de los resultados anteriores, que indican que la enzima ODC
de C.fasciculata es muy diferente en el aspecto regulatorio a otras enzimas
estudiadas, se decidid clonarla y secuenciarla para tratar de establecer
alguna correlacion entre su secuencia aminoacidica y sus propiedades.

8.1 DETECCION DEL GEN POR HIBRIDIZACION.

Se disefid un par de oligonucledtidos “primers”, basandose su
secuencia en regiones altamente conservadas entre las ODC estudiadas,
correspondientes a la zona central del gen de ODC de L. donovani. Se hizo
una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como templado
DNA de C. fasciculata, y se amplificé una banda unica de 540 pares de
bases. Esta banda se lig6 al vector pBluescript y se secuencié en forma
parcial, mostrando una homologia del 70% con la secuencia de L. donovani.
En vista de que se trataba de un fragmento de ODC, se utilizd éste
fragmento subclonado como sonda homdloga para los siguientes pasos.

pBluescript 5 C 744 AGG GAA GAA AAG CTG
Cf cCG CAC TTT GCC GTG AAG TGC AAC CCG AAC CTC
Ld CCT TAC TTT GCC GTG AAA AGC AAC CCG CAA CCG
Cf GCcc ATC ATG GAA GTC TTG GGT GCC CTC GGC GCG
Ld cAA CCG GCT GTT TTG GAG GTG CTC AGC GCC CTIC
Cf GGC TTC GAC TGC GCC TCC AAG GAC GAA ATC CAC
Ld GGC GCC GGT TTC GAC TGC GCG TCC AAG GAA GAA
Cf CTT GTG CTG GAC AAC CAC CTC GTG GAC TCC CCA
Ld ATA CAT ATG GTG CTA GGT CGC CAG CTC GTG GCG
Cf  GAC GAT ATC GTC TTC GCG AAC CCG TGT AAG CAG
Ld TCG CCG GAC GAC ATC ATC TTC GCC AAC CCG TGC
Cf cTC GGT GAC CTG CGC GAG GCC CGC GCC TGC GGC
Ld AAG CAG CTC GGC GAC CTG CGT GAG GCG CAG GCG3’

Se prepar6 DNA genémico de C. fasciculata. Se digirio con distintas
enzimas de restriccion, y se comrio en geles de agarosa 0.8%. Se
transfirieron por capilaridad (Southern blot) a membranas de nylon, y se
hibridizaron durante 18 horas utilizando como sonda el plasmido que
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llevaba el fragmento de 540 pares de bases, marcado con ATP-*{-:‘ P Las
hibridizaciones se llevaron a cabo en condiciones de astringencia muy altas,
teniendo en cuenta que se trabajaba con una sonda homéloga. Las
membranas se lavaron, se expusieron, y se revelaron al dia siguiente. En
todos los casos se obtuvieron una 6 mas bandas dependiendo de la enzima
de restriccion que se utilizara para la digestion.

kb

231- Voo '
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Fig.42: El DNA genomico se digind con las siguientes enzimas de
restriccion: Hinf I, Bam HI, Eco RI, Hind ITI, Ava I, Bgl I, Pst I, Sac [,
Xba I, Sst II. Se utilizo6 A/Hind III como marcador de peso molecular.



8.2 AISLAMIENTO DEL GEN A PARTIR DE UNA BIBLIOTECA
GENOMICA.

Se dispuso de una biblioteca genémica de C.fasciculata gentilmente
cedida por el Dr. Dan Ray, UCLA, Los Angeles, California. Los fragmentos
habian sido empaquetados en AGem-11 y amplificados en la cepa
lisogénica LE392 (Pasion et al., 1992).

Se hicieron cuatro series de seleccidon sucesivas, hasta lograr que
luego de la hibridizacion el 100% de las placas de lisis fueran positivas.

Fig. 43: Autorradiografias de las cuatro series de seleccion sucesivas
que se hicieron para subclonar el gen. Notese el cambio en la
intensidad de hibridizacion de las placas de lisis a medida que se 1ba
haciendo la busqueda. Todas los filtros fueron expuestas durante 24
horas. A) “screening”’ primario B) “screening” secundario C)
“screening” terciario D) “screening” cuaternano.



Se purificé el fragmento insertado entre los brazos del fago como se
explica en Materiales y Métodos, y se lo corté con dos enzimas de
restriccion : Sfi 1 y Sacl. Los productos de digestidon se corrieron en un gel
de agarosa 1%, obteniendose el siguiente resultado:

kb
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Fig.44: Los fragmentos digeridos se cormieron en un gel de agarosa
1%. Linea |: marcador de peso molecular. Linea 2: Fago digerido con
la enzima Sfi [. Linea 3: Fago digerido con la enzima Sacl.

Con la enzima Sfi [ se obtienen tres bandas: la superior y la inferior
corresponden a los brazos del fago: una de 20Kb y otra de 9Kb, mientras
que la banda del centro corresponde al fragmento insertado que no se digirio
con ésta enzima, con la enzima Sac [, se obtienen las dos bandas
correspondientes a los brazos del fago (de 20 y 9 Kb respectivamente), v
otras 3 bandas: una de 2Kb y otras dos de tamario muy similar,
aproximadamente 4.5Kb cada una, que corresponden al fragmento ligado
que contiene en su secuencia sitios de restriccion para €sta enzima.
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Se subclonaron las tres bandas obtenidas a partir de la digestion con
la enzima de restriccion Sacl en el plasmido pBluescript, utilizando como
cepa hospedadora FE.coli JM83. Las bacterias se transformaron por
electroporacion, y se hicieron minipreparaciones del plasmido de las
bacterias transformadas. Los plasmidos obtenidos se digineron con la
misma enzima para liberar los fragmentos ligados, y se corrieron en un gel
de agarosa 1%. Ese mismo gel se transfirio por capilaridad a una membrana
de nylon, y se hibridiz6 con la misma sonda marcada radiactivamente que se
utiliz6 para hacer la bisqueda en la biblioteca genémica . Solo uno de los
clones dié positivo en la hibridizacion. A su vez, se hizo PCR sobre los
plasmidos obtenidos, y solamente el plasmido que habia dado positivo en la
hibrnidizacion di6 la banda esperada. De ésta manera se confirmé que al
menos una de las colonias bacterianas obtenidas era portadora de un
plasmido que tenia una region del gen insertada, que correspondia a la zona
de la sonda.

8.3 SECUENCIACION DEL PLASMIDO.

El plasmido recombinante se secuencio, utilizando el “kit” de
secuenciacion de Amersham “Sequenase Version 2.0”. Se comenzé a
secuenciar utilizando los primers comerciales que correspondian a los
brazos del plasmido, a ambos lados del sitio de multiclonado. La secuencia
que se obtuvo luego de ese primer ciclo no era homédloga con ninguna
secuencia de ODC conocida. En base a las secuencias obtenidas se
sintetizaron nuevos primers para seguir secuenciando hacia el interior del
plasmido, y se pudo determinar la orientacion del gen:

Sacl Sacl

Fig.45: Esquema de la orientacion del fragmento que contiene al gen
de ODC dentro del plasmido.



Una vez determinada la orientacion del gen dentro del plasmido, se
siguid secuenciando hasta completar la totalidad del mismo. Se secuencid
toda la region rio arriba del sitio de iniciacion de la traduccion, y soélo 163
bases rio abajo del codén de terminacion. La secuenciacion completa se
realizo en colaboracion con el Dr.F.Svensson (Univ. de Lund, Suecia).

Heel Ball Serl Smal
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Fig.46: Detalle de la estrategia de secuenciacion. La regidn en oscuro
indica la zona codificante, mientras que las flechas indican el sentido
de los primers, y el tamafio de los fragmentos secuenciados en cada
ciclo.

8.4 SECUENCIA DE LA PROTEINA.

Una vez determinada la secuencia del gen, se tradujo a aminoacidos
utilizando el programa Mac Vector version 3.5 para Machintosh.

1 MSNHDVSLSN  ASHYNHANYT  ELVPLPTIAQ TPTHHFAHDE NHVTITENGV TMTTTVSAAA
61 MMTATAPLPY  SPVHAFDEAA  QRRLLARKTA  LLEQYRMYPQ SADRLAQQRR HHEASHLRDA
121 EDSDGAALSP  SLLSPTDCNK TTAAYAQTVA  MSPNEKGGAD RHTPVAASQD  LVDLFFLEGS
181 DAVNGMSFSA  YPIYGERTAA ERRAAVRAVF EKYGVDMQLP  ASPAVLAAAP AHRQRRFRTV
241 LPRDSVETRE QYWRRLSNVY [IQKGVKATMA  AAANPTGSNK  PAYEAEDPFY MIDLGRVVEQ
301 MARWRHELPM VRPHFAVKCN  PNLAIMEVLG ALGAGFDCAS  KDEIHLVLDN HLVDSPDDIV
121 FGAGMDDVES LLQAARQHNV  EVYGVSFHVG  SGNGDQSAYV ~ SALRDSYRVF QLAAGYGFNC
481  TVLDIGGGYP GTEPIPGSGE TSFETIARAM RPVLEELFGG GDVTIISEPG RYFTAATHAL
541 AMNVFATRTL RLSDVEKENC QAFQNVVNMD EPEEYQYYVN  DGLYHSFNCI VFDHAHPTLL
601 LLNDGDGADD TAEGVANAAY DDVDSEEEGE PTVDGAPTND SLFVSAWDRR RNLTRRPLRI
661  TTIFGPTCDS MDCILKKQPF PEMKLGDWLL APDMGSYTTA  AGCPFNGFAT RRREWVSSVA
721  L*DKEDA®ER

La proteina completa consta de 721 aminoacidos, lo que la hace en
tamarfio muy similar a la de L.donovani, que tiene 707 aminoacidos, pero
mucho mas grande que la de 7" brucei (445 aminoacidos) 6 la de mamifero
(461 aminoacidos).

96



Las regiones en negrita son las tedricas regiones PEST, que ya se
mencionaron en la Introduccién. Tiene una region en la zona del extremo N-
terminal (aminoacidos 118-140), y otra muy fuerte mas cerca del extremo
C-terminal, que estaria comprendida entre los aminoacidos 596 y 650.

8.5 COMPARACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DE ODC
DE C.FASCICULATA, T.BRUCEI, L.LDONOVANI Y MAMIFERO.

Las secuencias de aminodcidos correspondientes a las diferentes
ODCs fueron comparadas utilizando el programa de alineacion multiple de
secuencia PILEUP “Wisconsin package, Genetics Computer Group”.

Fig.47: Comparacion de la secuencia de ODC de C.fasciculata con la
secuencias de ODC de T. brucei, L.donovani y ratén. Los aminoacidos
que son idénticos entre todas las especies, aparecen en rojo. Los
aminoacidos que son idénticos solo entre C.fasciculata v L.donovani
aparecen en azul. En la figura tambien estan indicadas las regiones de
unidon del cofactor piridoxal 5’fosfato y del inhibidor irreversible
DFMO. Las teoricas regiones PEST en la ODC de C.fasciculata estan
indicadas por lineas verdes.
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9-DETECCION DEL MENSAJERO DE ODC.

Se prepar6 RNA total como se indica en Materiales y Metodos. El
mismo se corrid0 en un gel de agarosa 1%, en presencia de 2.2M
formaldehido, se transfirid a una membrana de nylon (Northern blot), v se
hibridizé con la sonda de C fasciculata marcada con ATP-y- **P.
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Fig.48: Analisis de northern blot del mensajero de ODC. Se utiliz
RNA ribosomal de mamifero y un RNA comercial como marcadores
de PM.

El analisis de Northern blot del RNA total de C fasciculata revela un
tnico transcripto de aproximadamente 6.5kb.
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10- ANALISIS MOLECULAR DEL GEN DE ODC DE
C.FASCICULATA CULTIVADA EN AUSENCIA Y PRESENCIA
DE DFMO.

En vista de los resultados anteriores, que demostraron que desde el
punto de vista bioquimico no habia ninguna diferencia entre la ODC
obtenida a partir de un cultivo normal, y la obtenida a partir de un cultivo
“naturalmente” resistente a DFMO, se quizo determinar si existia alguna
diferencia a nivel génico, 6 a nivel de mensajero.

Se prepar6 DNA y RNA de cultivos normales, y cultivos expuestos
durante un periodo superior a los 6 meses a S0OmM DFMO. Se corrieron en
geles de agarosa, se transfirieron a membranas de nylon, y se hibridizaron
con la sonda de C fasciculata marcada con ATP-y->*P.

a) b) X

12 3 456 78

W

Fig.49: Southem blot del DNA gendmico digerido con a)EcoRI ¢
b)Sacl. Las muestras se sembraron en el siguiente orden: lineas | y 2:
10ug deDNA cultivo normal y 10 ug DNA cultivo “resistente™; 3 y 4:
S5ug; Sy 6:25ugy 7y 8 lug En el panel b) las muestras fueron
sembradas en el mismo orden que en el panel anterior.
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Fig.50: Northem blot de RNA preparado a partir de a) un cultivo
normal y b) un cultivo “naturalmente” resistente a DFMO .

De ambas figuras, se deduce que no hay ninguna diferencia en la
intensidad de las bandas, ya sea que se trate del gen ¢ del mensajero de
ODC, lo que demuestra que en los parasitos resistentes a DFMO no se ha
producido amplificacion del gen de ODC ni una estimulacion de la
transcripcion del mismo.
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DISCUSION

Todos los organismos eucaridticos estudiados hasta el momento
contienen poliaminas. Pese a que su rol definitivo no ha sido esclarecido
completamente, se sabe que desempeiian un papel fundamental en una serie
de procesos, que ya han sido descriptos ampliamente en la Introduccion.
Brevemente, estan involucradas en la sintesis de RNA, DNA y proteinas, y
por consiguiente en el crecimiento y la diferenciacion celular. De esto se
concluye que la biosintesis y la captacion de las mismas tienen que ser
procesos altamente regulados.

Estudios previos en protozoos y eucariontes superiores han
demostrado que la enzima clave en el proceso biosintético de las poliaminas
es la ornitina decarboxilasa (ODC), que cataliza la decarboxilacion de la
ornitina para dar putrescina, la primera de las poliaminas. Se encontré que
en presencia de a-DFMO, analogo estructural de la ornitina, se podia inhibir
a la enzima, disminuir drasticamente el contenido endégeno de poliaminas
de las células, y por lo tanto detener su crecimiento.

En vista de esto, se decidid estudiar en mayor detalle la regulacion de
los niveles de poliaminas en el parasito tripanosomatido C. fasciculata,
poniendo el mayor énfasis en la enzima ODC.

Para estos experimentos se utilizd omitina uniformemente marcada
como sustrato. En estas condiciones, se caracterizaron putrescina y CO,
radiactivos como los productos formados, y la estequiometria de la reaccion
indicé que la disminucién en la cantidad de omitina era equivalente a la
aparicion de putrescina en una relacion 1:1. Por otro lado, mientras que el
DFMO era capaz de inhibir la reaccidn casi completamente (90-95%), el
acido oxiacético (AOA) solo provocéd un pequeiio efecto. Este compuesto a
bajas concentraciones es un inhibidor de la ornitina 2-0xo0 aminoacido
transferasa, y las subsiguientes decarboxilaciones oxidativas. Todos estos
resultados nos permitieron descartar otras actividades liberadoras de CO,, y
concluir que la enzima detectada en C. fasciculata era una verdadera ODC.

En C.fasciculata se detectaron putrescina y espermidina, no asi
espermina ¢ cadaverina. Los niveles de putrescina eran aproximadamente ¢l
doble que los niveles de espermidina. Por otro lado, incubando los parasitos
en presencia de precursores radiactivos, y analizando luego los productos
formados por cromatografia en papel, se pudo demostrar el camino
biosintético que seguian esos compuestos. De la misma manera, por el
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agregado de inhibidores especificos de las enzimas involucradas (CHA para
la espermidina sintasa y DFMO para la omitina decarboxilasa), se pudo ver
la desaparicion de los productos. Cuando se agregé 2mM CHA durante 18
horas al medio de cultivo, se observd la desaparicion del pico
correspondiente a espermidina, lo que indicaba que el pasaje de putrescina a
espermidina estaba inhibido. De la misma manera, al agregar 5S0mM DFMO
al medio de cultivo, por el mismo lapso de tiempo, se observo que los
niveles de putrescina bajaban notablemente, indicando tambien la inhibicién
de la via de transformacion de ornitina a putrescina.

Los extractos enzimaticos provenientes de C.fasciculata no tienen
actividad de arginina decarboxilasa. Tampoco se detectd actividad de ADC
cuando se utilizo arginina radioactiva “in vivo”. Ademas, mientras que el
DFMO inhibia considerablemente la actividad de ODC de los extractos,
estos no eran inhibidos por DFMA, lo que indicaba tambien que eran
incapaces de tranformar al DFMA en DFMO.

Dado que el transporte de poliaminas al interior de las células puede
modificar los niveles endégenos de estas sustancias, tambien se estudio en
detalle dicho proceso. En condiciones normales, ain desarrollando al cultivo
en un medio carente de poliaminas como es el HOS-MEM 1], la captaciéon
de las mismas es muy baja, indicando que probablemente la capacidad
biosintética del parasito sea suficiente para satisfacer sus requerimientos. El
agregado de DFMO al medio de cultivo produce un aumento de la captacion
de putrescina de un orden de magnitud con respecto al control, mientras que
la captacion de omitina y espermidina no se ven afectadas en modo alguno.
Esto indicaria que estos dos ultimos compuestos tienen un mecanismo de
regulacion de su captacion diferente al de putrescina, y que ademads es
insensible al DFMO.

A partir de estos resultados, se decidid trabajar con cultivos
desarrollados en presencia de 10mM DFMO, para obtener valores mas
significativos en los experimentos de transporte subsiguientes.

El proceso de captacion es dependiente de energia, inhibiendose en
presencia de compuestos que actuan directamente sobre la cadena
respiratoria, como el 2,4-DNP y el KCN. Ademas varia con la temperatura.
A medida que se va bajando la temperatura, el proceso se hace cada vez
mas ineficiente, hasta que a 0°C, se detiene completamente.

Existen en este parasito al menos dos transportadores con distinta
especificidad. Uno sirve unicamente para putrescina, y otro de menor
especificidad, es capaz de transportar hacia el interior de la célula tanto



espermidina como espermina, y en menor medida un compuesto analogo
sintético como es la dibencilputrescina.

Se determind tambien la existencia de dos tipos de proteinas
transportadoras para putrescina, una muy inestable, que desaparece al cabo
de una hora del agregado de un inhibidor de la sintesis de proteinas como la
cicloheximida, y otra mas estable, que permanece activa aun despues de
varias horas del agregado de dicho inhibidor.

Tambien se determinaron algunos parametros cinéticos del transporte.
En primer lugar, se vié que la captacidn de putrescina es muy activa cuando
el cultivo se halla en fase logaritmica, mientras que va disminuyendo a
medida que el cultivo va envejeciendo. Por otro lado, se calculd la constante
de afinidad para la captacion de esa poliamina, que did6 un valor de
28x10°M para un cultivo normal, y de 31x10°M para un cultivo
desarrollado en presencia de 10mM DFMO. Del mismo experimento se
dedujo que el aumento en un orden de magnitud de la captacion de
putrescina estad dado por un cambio de la velocidad maxima, que pasa de
0.22 a 6.7 pmoles/min™'/10° células.

La ODC es una enzima que ha sido ampliamente estudiada en una
gran variedad de organismos. Las enzimas provenientes de diferentes tipos
de células comparten mecanismos cataliticos para la formaciéon de
putrescina, utilizando pindoxal fosfato como cofactor, y son
irreversiblemente inhibidas por DFMO. Sin embargo, difieren ampliamente
en sus propiedades, tales como la estabilidad “in vivo” y su sensibilidad a la
regulacion por poliaminas.

En primer lugar en C.fasciculata tambien se demostro que la enzima
requiere el cofactor. Cuando se dializa el extracto enzimatico contra 10mM
hidroxilamina, la enzima libera todo el PLP endoégeno sin desnaturalizarse.
En estas condiciones la actividad enzimatica se reduce considerablemente,
pero puede recuperarse por agregado del cofactor. Esta preparacion
enzimatica libre de cofactor, nos permitié calcular la constante de afimdad
del mismo, que dié un valor de 0.09mM, considerablemente mas alta que la
obtenida en nuestro laboratorio para la ODC de L.mexicana, con una Km
para PLP de 0.025mM. La accion del PLP es muy especifica, ya que no
pudo ser reemplazado por un analogo como piridoxamina 5’-fosfato. Este
compuesto no fue eficiente como coenzima, aunque puede competir con el
PLP por el sitio activo de la enzima.
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Mientras que la Km para el PLP es mucho mayor que en otros casos
descriptos, la Km para omitina, que di6 un valor de 0.25mM, es del mismo
orden que para las enzimas de otros organimos.

La enzima presentd una actividad méaxima en el estadio exponencial
temprano, disminuyendo luego a medida que el cultivo envejecia hasta
desaparecer practicamente durante la fase estacionaria. Si los parasitos se
lavaban y resuspendian en medio fresco, al cabo de 4 horas la enzima
alcanzaba nuevamente niveles normales. La tasa de recuperaciéon de la
actividad enzimatica era similar a la de sintesis de proteina total. E1 mismo
resultado se obtuvo cuando se investigoé la recuperacion de la actividad
enzimatica de cultivos que habian sido incubados durante 24 horas en
presencia de DFMO. En ambos casos la recuperacion de la actividad
enzimatica ocurrio a traves de sintesis de nueva ODC.

El agregado de putrescina o espermidina a los cultivos por diferentes
periodos de tiempo, no caus6 inhibicion de la actividad enzimatica; por el
contrario, se detectd un leve aumento en los niveles de ODC. Estos datos
indican que la ODC de C fasciculata no puede ser regulada por el
mecanismo de retroalimentacion negativa observado en otros tipos celulares.
Cuando se agregaron poliaminas a la reaccion “in vitro”, tampoco se Vio
mmhibicion, salvo a muy altas concentraciones de putrescina (50mM).

La ODC de mamiferos es una de las enzimas mas inestables
conocidas hasta el momento, con una vida media de alrededor de 30
minutos. Todas las ODC de mamiferos tienen dos secuencias denominadas
PEST (nicas en los aminoacidos prolina, acido glutdmico, serina y treonina),
ubicadas una de ellas entre los residuos 298-333, y la otra en el extremo
carboxilico. Cuando se determino la estabilidad de la ODC de C.fasciculata,
fue sorprendente encontrar que tambien es muy inestable, con una vida
media de alrededor de 30 minutos, mientras que las enzimas de otros
tripanosomatidos son estables.

En el caso de los parasitos, el uso de inhibidores especificos que
disminuyen los niveles intracelulares de poliaminas, han permitido el disefio
de algunas estrategias terapéuticas para bloquear la proliferacion. En el caso
de T.b.gambiense y T.b. rodhesiense, parasitos de humanos, se demostro
que con la aplicacion de DFMO, se lograba erradicar la parasitemia.
Nosotros encontramos que la DAB, que es un inhibidor analogo de
putrescina comunmente utilizado, compite con la ornitina por la unién a la
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ODC, con una Ki de 0.15mM. Pese a que la actividad de ODC disminuye
notablemente cuando este inhibidor se agrega al cultivo, el crecimiento de
C fasciculata no se ve afectado en modo alguno.

Cuando se agregd6 DFMO al medio de cultivo sintético, se esperaba
detener el crecimiento, como habia sido descripto en todos los sistemas
estudiados hasta el momento. En cambio, los cultivos de C.fasciculata
seguian creciendo a la misma velocidad, aiin cuando se trabajara a muy
altas concentraciones de DFMO, mientras que los niveles de putrescina
bajaban drasticamente al cabo de unos pocos pasajes en presencia de la
droga, y los de espermidina disminuian a la mitad con respecto al control.
Para investigar las posibles causas de esta resistencia de C fasciculata a la
accion de DFMO, se midieron una serie de parametros como el transporte
de putrescina, la actividad de ODC, el contenido de poliaminas, y la
velocidad de crecimiento de los cultivos. En el lapso de los seis meses que
dur¢ el expenimento, ninguno de los parametros mencionados vari6 respecto
de lo que se consideraba normal para un cultivo desarrollado en presencia de
DFMO: el transporte de putrescina era un orden de magnitud mayor que en
el control sin inhibidor, los niveles de putrescina eran muy bajos y la
actividad de ODC era practicamente inexistente. Lo llamativo era que la
velocidad de crecimiento de los cultivos era similar a la del control sin
DFMO. Nuestros experimentos descartaron la posibilidad de que se tratara
de un caso de amplificacion génica como se ha encontrado en otros casos.
Por otra parte, se demostré que los parésitos seguian siendo permeables a la
droga, como asi tambien que la unidn entre la enzima y el inhibidor era
irreversible, y que la estabilidad de la enzima en estos cultivos que llamamos
“resistentes” no variaba respecto del control. Una posible explicacion al
fendmeno de resistencia de C.fasciculata al DFMO es que la tasa de
recambio de la proteina ODC sea tan rapida, que siempre queda una
pequenia fraccion de enzima activa, capaz de sintetizar putrescina. Esta
poliamina seria rapidamente convertida en espermidina, que aun a bajas
concentraciones podria garantizar la supervivencia del parasito.

La union de ODC a DFMO radioactivo permiti6 marcar
selectivamente las moléculas de enzima y determinar su peso molecular en
geles de SDS-PAGE. Se obtuvo un PM de alrededor de 100 kD, que es
mayor que el calculado a partir de la secuencia de aminoacidos. Esta
diferencia todavia no ha sido aclarada.
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Con la idea de determinar si existia algun tipo de homologia
estructural entre la ODC de C fasciculata y la de mamiferos, se intentd
precipitar la enzima del parasito con antisuero anti-ODC de raton. Los
resultados indicaron que no existen determinantes antigénicos comunes
entre ambas enzimas, ya que la ODC de C.fasciculata no precipita aun
utilizando altas concentraciones del antisuero.

Para preparar una sonda de DNA especifica para ODC apta para la
deteccion del gen, se sintetizaron un par de primers correspondientes a
zonas de secuencia conservadas en distintas ODC, y mediante la reaccion de
PCR, utilizando DNA de C fasciculata como templado, se amplificé un
fragmento de 540 pares de bases.

Posteriormente se obtuvo DNA de los parasitos, y se hizo andlisis de
Southern blot. Se detectaron una 6 mas bandas dependiendo de la enzima de
restriccion utilizada. Por otra parte, se prepar6 DNA a partir de cultivos
normales y de otros que por haberse desarrollado en presencia de altos
niveles de DFMO denominamos “resistentes”. En ambos casos se digirieron
con dos enzimas de restriccion. Al sembrar en el gel cantidades crecientes
de ambos DNA, e hibndizar con la sonda radiactiva, no se encontro
ninguna diferencia en la intensidad de las bandas. Del mismo modo, se
prepar6 RNA a partir de ambos cultivos, y mediante el analisis de Northern
blot, tampoco se encontré diferencias en la intensidad de las bandas
resultantes. Este analisis reveld un RNA mensajero de 6.5kb. Los resultados
descriptos implican que desde el punto de vista molecular no existen
diferencias entre los parasitos considerados normales y “resistentes” al
DFMO, ya sea a nivel del gen de ODC 6 bien del mensajero,

Trabajando sobre de una biblioteca genomica de C fasciculata, al
cabo de cuatro series de seleccion sucesivas, se subclono un fragmento de
DNA de 4.500 pares de bases. Este fragmento contenia el gen completo de
ODC. Se secuenci6 aproximadamente 3.500 bases, que comprendian el gen,
toda la region rio arriba del primer ATG, y unos cientos de bases despues
del extremo 3.

El analisis reveldo un marco abierto de lectura de 2.163 pares de bases,
que codifica para una proteina de 721 aminoacidos, con un peso molecular
estimado de 78,91kD. Esta secuencia mostréo una gran homologia con la
ODC de L.donovani, con una identidad superior al 70%. Las mayores
diferencias aparecieron en las regiones amino y carboxi-terminal.
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La ODC de C.fasciculata, al igual que la de L.donovani, tiene 256
aminoacidos extra en la region amino terminal, comparada con la de
mamiferos. La secuencia aminoacidica tambien reveld que faltaba la region
correspondiente al dominio de degradacion (region PEST) correspondiente a
la zona carboxilica. Sin embargo, cuando la ODC de C fasciculata se
expresO en células de mamiferos, se encontr6 que conservaba su
inestabilidad (Svensson et al., 1997). Es evidente entonces que el rol del
dominio de degradacion en C fasciculata es ejercido por alguna otra parte
de la molécula, no relacionada al extremo C-terminal. A pesar de que la
ODC no tiene la region PEST en el extremo carboxilo terminal, tiene otras
dos regiones que cumplen todos los requisitos para ser consideradas como
tales. Estan localizadas entre los residuos 118-140 y 596-649.
Especialmente la segunda puede ser consideraba una region PEST muy
fuerte, de acuerdo al algoritmo de Rodgers (Rodgers et al., 1986). Mas
llamativo aun resulta que estas dos regiones no estan presentes en la ODC
de mamiferos, y que la ODC de L.donovani, que es una enzima estable,
carece de la primera region PEST, mientras que la segunda es mucho mas
débil que la de C fasciculata. La ODC de mamiferos es degradada por el
complejo de proteosoma 26S, en un proceso no dependiente de ubiquitina.
En este sistema se postula que la antizima cumpliria el rol de la ubiquitina.
La region de unidn a antizima en la ODC de mamiferos ha sido “mapeada”
entre los residuos 117-140, que corresponden a los residuos 368-391 de la
ODC de Cfasciculata. Estas dos regiones guardan entre si muy poca
homologia, por lo que se podria pensar que la antizima es incapaz de unirse
a la ODC de C fasciculata. Esto indicaria que el rapido recambio de la
ODC ain en células de mamiferos debe estar controlado por otro
mecanismo cuyo andlisis puede ser de gran interés para estudios futuros.
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