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“Clonado, organización genómica y expresión de la glutamato dehidrogenasa
NADPdependiente (GluDH-NADP)de Trypanosoma cruz! “.

Epimastigotes de Trypanosoma cruzi, el protozoo parásito que causa la enfermedad de
Chagas, contienen dos glutamato dehidrogenasas diferentes (GIuDHs), NAD y NADP

dependientes. En este sentido los parásitos se asemejan a las bacterias, hongos y plantas

y se diferencian de animales superiores que poseen sólo una enzima inespecífica para

coenzima. La GluDH-HADPdependiente (EC 1.4.1.4) es un hexámero formado por

subunidades idénticas de 47kDa, mostrando ser muy semejante a la correspondiente
enzima de E. coli en cuanto a la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal. La

forma NADP dependiente podría ser biosintética mientras la forma NAD dependiente

podría tener un rol catabólico.

La GluDH-NADPdependiente fue purificada a homogeneidad proteica a partir de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi mediante un protocolo mejorado que incluye
cromatografía de afinidad en Blue Sepharose. Se determinó la secuencia de aminoácidos

de 11 péptidos internos, obtenidos por digestión con BrCN,tripsina, endopeptidasa Arg-C

o endopeptidasa Lys-C.Dichas secuencias, correspondientes aproximadamente al 30%
de la molécula, mostraron una identidad del 74%con la enzima similar de E. coli. Utilizando

un suero policlonal monoespecífico producido contra la proteína purificada se realizó el

rastreo de una biblioteca de expresión genómica de T.cruzí en el vector kgtl 1. De esta

forma pudo seleccionarse un único clon conteniendo 270 pb correspondientes al extremo
3' del gen que fue secuenciado completamente. Reacciones de PCR usando iniciadores
construidos de acuerdo a la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminalde la enzima

madura y con la secuencia del clon correspondiente al extremo C-terminal pudieron

clonarse y secuenciarse dos ORFs completos (TcGluDH1 y TcGluDH2). Las secuencias
obtenidas muestran mayor homologia con la enzima de Escherichia coli (70-72% de

identidad). y menor homologia (52-57%)con la correspondiente enzima de eucariontes

inferiores. A partir de la secuencia de ADN se predijo una proteina que contiene 446

aminoácidos. Usando el gen TcGluDH1 como sonda se realizaron experimentos de
Southern blot, usando fragmentos de restricción o cromosomas enteros separados por

electroforesis en campo pulsado, indicando variaciones entre los diferentes clones y cepas

de parásitos, sugiriendo la presencia de varios genes codificando para la GluDH-HADP.La

expresión de la enzima resultó ser diferente en los distintos estadios del desarrollo. La

forma epimastigote presenta mayor cantidad de ARNmy proteina (a juzgar por la actividad

enzimática y ensayos de Western blot), en comparación con otras formas del parásito. El



gen clonado TCGluDH1 fue expresado en E. coli, produciendo una enzima recombinante

activa con constantes cinéticas similares a la enzima natural. A pesar de que las evidencias

bioquímicas sugieren que la enzima se localiza tanto en el citoplasma como en la
mitocondria, nuestros resultados indican una localización exclusivamente citosólica para
la GluDH-NADP.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; glutamato dehidrogenasa HADP dependiente;
catabolismo de aminoácidos; purificación; secuenciación de ADN; comparación de
secuencias; secuenciación de proteínas.



“Cloning, genomic organization and expression of the HADP-glutamate
dehydrogenase (NADP-GluDH)of Trypanosoma cruz! “.

Epímastigotes of Trypanosoma cruzi, the parasitic protozoan which causes Chagas
disease, contain two different glutamate dehydrogenases (GIuDHs),one HADP-linkedand

one NAD-linked.The parasite therefore resembles bacteria, fungi and plants in this respect,

and clearly differs from higher animals, which possess only one, coenzyme-unspecific,

GluDH.The NADP-GluDH(EC 1.4.1.4), which is an hexamer made up of identical subunits

of Mr47.000, seems to be very similar to the enzyme from E. coli in terms of amino acid

composition and N-terminal sequence. The HADP-GIuDHmight be bíosynthetic, whereas

the NAD-linkedenzyme might have a catabolic role.

The NADP-Iinkedglutamate dehydrogenase has been purified to homogeneity from

epimastigotes of Trypanosoma cruzí by an improved procedure using Blue Sepharose
affinity chromatography. The amino acid sequences of 11 internal peptides obtained by

dígestion with CHBr, trypsin, Arg-C endopeptidase or LysC endopeptidase, showed 74%

identity with the similar enzyme from E. coli, over about 30% of the molecule. A polyclonal

monoespecific antiserum against the purified enzyme was used for screening a genomic
expression libraryof Tcruzi in thl 1.A clone containing 270 bps at the 3'-end of the gene

was selected, and completely sequenced. Using PCRreactions with oligonucleotide primers

synthesized according to the amino acid sequence of the H-terminus of the mature enzyme,

and to the nucleotide sequence of a clone corresponding to the C-terminus, two complete

ORFs (TcGluDH1 and TcGluDH2)were isolated and sequenced. The sequences obtained

are most similar to that of the NADP-GluDHof Escherichia coli (70-72% identity), and

less similar (52-57%) to those of lower eukaryotes. The protein predicted from DNA

sequence contains 446 amino acids residues. Using TcGluDH1as a probe, Southern blot

experiments of both, restriction fragments and whole chromosomes separated by pulsed­

fieldelectrophoresis, indicated variations among different parasite strains and clones, and

evidence for the presence of several genes. The expression of the enzyme was shown to

be developmentally regulated, the epimastigote stage having a considerably larger amount
of both, mRNA and protein (as judged from enzyme activity and Western blots), as

compared with the other parasite forms. The cloned gene TcGluDH1was expressed in E.

coli, producing active recombínant enzyme with kinetic constants similar to those of the



natural HADP-GluDH.Although biochemical evidence had previously suggested that the

enzyme has a multiple localization (cytosolic and mitochondrial localization), our results

suggested an exclusiver cytosolic localization for NADP-GluDH.

Key words: Trypanosoma cruzi; NADP-linkedglutamate dehydrogenase; amino acid
catabolism; purification; DNAsequencing; sequence comparison; protein sequencing.
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Introducción
Los protozoos son organismos unicelulares que se encuentran entre los procariontes y los

eucariontes superiores, presentando características de ambos grupos. Son semejantes a
las bacterias con respecto a su pequeño tamaño (entre 1-150um), sus tiempos cortos de
generación, su alta tasa de multiplicación y su tendencia para inducir un estado
inmunológico que les permite la reinfección de los hospedadores sobrevivientes. Por otro

lado, son células eucariontes con organelas y caminos metabólicos semejantes al
hospedador. Estos organismos han desarrollado numerosas estrategias para sobrevivir,

tales como la evasión de la respuesta inmune. Esto hace que las infecciones con protozoos

parásitos perduren más tiempo, a diferencia de las infecciones bacterianas.

Los protozoos no conforman un grupo natural. Inicialmente fueron considerados como

un phylum dentro del reino Animalia. Sin embargo, en la actualidad no existe el concepto

de Protozoa como un taxón, sino que se aplica a individuos de un subreino dentro del

reino Protista (Levineet aL, 1980). Existen aproximadamente 45.000 especies de protozoos,

de las cuales cerca de 10.000 son parásitos de invertebrados y de casi todas las especies
de vertebrados.

Tanto el hombre como los animales domésticos son hospedadores de estos organismos.
En el hombre causan serias enfermedades como la malaria, el mal de Chagas, la
enfermedad del sueño y la leishmaniasis, consideradas entre otras como las enfermedades

más importantes de los países tropicales afectando a una gran proporción de seres
humanos en el mundo (Cox, 1993).

En los animales domésticos producen, entre otras, teileriosis y nagana, provocando

numerosas pérdidas en el ganado en Africa y, coccidiosis, en el ganado y en las aves de

corral en distintas partes del mundo. Los peces e invertebrados son afectados por una

amplia variedad de protozoos, creando serios problemas en los criaderos de animales
destinados a la alimentación.



Clasificación
La clasificación de los protozoos parásitos se basa en un amplio rango de caracteristicas

como: detalles de su estructura, variaciones en el ciclo de vida y diferencias moleculares

y bioquímicas. Tradicionalmente y por conveniencia, los protozoos han sido separados en

4 grupos teniendo en cuenta su forma de locomoción: flagelados (flagelos) como
Leishmania, Trypanosoma, Giardia y Trichomonas; ameboideos (por pseudopodos)
como Entamoeba; esporozoos (sin forma evidente de locomoción) como Sarcocystís,
Toxoplasma, Plasmodíum, Babesia y Theileria y ciliados (cilias) como Balantídium
(Sleigh, 1989; Cox, 1993).

Taxonomía de Trypanosoma cruz!
El T. cruzi es un protozoo parásito cuya ubicación taxonómica ha sido determinada y

revisada por el comite sobre sistemática y evolución de la Society of Protozoologists,

como se detalla a continuación (Levine et al., 1980):

Phylum Sarcomastlgophora
La locomoción se realiza por medio de flagelos y/o pseudópodos. Presentan un

único tipo de núcleo y la sexualidad es por singamia.

Subphylum Mastlgophora
Presentan uno o más flagelos. La reproducción asexual es por fisión binaria y en

algunos grupos existe reproducción sexual.

Clase Zoomastigophorea
Sin cloroplastos. La locomoción es por medio de uno o varios flagelos, en

algunos grupos presentan formas ameboideas con o sin flagelo. La reproducción sexual

se COHOCGen unos pOCOS gl'UPOS.

Orden Kinetoplastida
Uno o dos flagelos emergiendo de una depresión. Presentan una

mitocondria única (en algunas formas no funcional) que se extiende a lo largo de la célula

como un tubo. conteniendo una red de ADNque forma una prolongación de la mitocondria,

llamada kinetoplasto. El aparato de Golgi se ubica en la zona de la depresión flagelar. La

mayoría de las especies son parásitas y el resto son de vida libre.



Suborden Trypanosomatlda
Unico flagelo libre o unido al cuerpo celular por una membrana ondulante, el

kinetoplasto es pequeño y compacto. Todas las especies son parásitas.

Familia Trypanosomatldae
Géneros Monogenétlcos (un solo hospedador): Blastocríthídía, Crithidia,

Leptomonas, Herpetomonas. Parásitos de invertebrados.

Géneros Dlgenéticos (dos hospedadores: invertebradoy vertebrado):
Leíshmania y Trypanosoma. Parásitos de vertebrados.

Género Trypanosoma
Se pueden agrupar de acuerdo al lugar de producción de los tripomastigotes

metacíclicos dentro del insecto vector y la forma de infección del huésped vertebrado
(Hoare, 1964).

Sección Salivaria. Completan su desarrollo en las glándulas salivales del insecto

y se transmiten por su picadura: T.brucei y T.congolense.

Sección Estercoraria. Completan su desarrollo en la última porción del tubo
digestivo del insecto vector. Se transmiten con sus deyecciones: T.cruzi, T. lewisi.

Los Trypanosomátidos
Son protozoos parásitos flagelados del Orden Kinetoplastida, la mayoría de los cuales

provoca serias enfermedades en los seres humanos y en los animales domésticos.

En América del Sur y Centroamérica cerca de 20 millones de personas se encontrarían

infectadas con Trypanosoma cruzi, parásito que provoca la enfermedad de Chagas o

tripanosomiasis americana. En nuestro pais se estima en 2 millones el número de personas

infectadas en un área que abarca dos tercios de su superficie, constituyendo un serio

problema de salud pública (Carlomagno et aL, 1989).

En Africa existen dos subespecies de parásitos que infectan seres humanos, T. brucei

gambiense y T.brucei rhodesiense. Ambas causan la “enfermedad del sueño", que lleva
al coma y finalmente a la muerte, en el este, centro y oeste de Africa.

Los protozoos parásitos también afectan a los animales domésticos, donde en una vasta

región de Africa, la trypanosomiasis es considerada endémica. T.congolense y T.vivax
son extremadamente patógenos para el ganado, T. brucei brucei provoca serias
enfermedades en caballos y camellos como así también en el ganado. Otros trypanosomas
de animales domésticos son: T. uniforme (menos patógeno), T. simiae y T. suis (en



cerdos), T. evansi (en vampiros de América del Sur y Centroamérica), T. equinum (en

caballos de América del Sur) y T. equiperdum (en caballos, mulas y burros en Africa,

Siria, Turquía y partes de Asia) (Cox, 1993).

Varias especies de Leishmania son las responsables de los casos en seres humanos.
Estas especies producen una variedad de enfermedades clínicas referidas como

leishmaniasis. La virulencia de la enfermedad depende del estado inmunológico del paciente

y de la especie en particular del parásito. Prevalecen en regiones templadas y tropicales

causando en el hombre tres tipos de enfermedades: leishmaniasis visceral, cutánea, y
mucocutánea.

Lassubespecies Leishmania donovani y Leishmania chagasi provocan la leishmaniasis
visceral o kala-azar. Esta enfermedad se manifiesta con fiebre, transtornos en la

alimentación, anorexia, pérdida de peso, agrandamiento del hígado e
hipergamaglobulinemia y es causa de mortalidad en vastos territorios de la India, Africa,

Latinoamérica y el litoral mediterráneo.

La leishmaniasis cutánea es más común, sus lesiones de tipo úlcera, son usualmente
crónicas y puede provocar desfiguración, pero rara vez llevan a la muerte. Entre las

subespecies que ocasionan esta enfermedad se encuentran: L. mexicana, L.braziliensis
y L. pifanoi en América y L. major, L. tropica, L. aethiopica en Europa, Asia, lndia y
Africa.

La forma mucocutánea o espundia es producida en zonas endémicas de latinoamérica

por L.braziliensis y L.panamensis provocando lesiones destructivas de las mucosas de
la nariz, labios y faringe, y en la cara (Jeronimo and Pearson, 1992).

Existen también trypanosomátidos no patógenos que infectan animales, cuyo ejemplo

más destacado es T. rangeli. Entre sus hospedadores se encuentran, monos, gatos y

perros e incluso seres humanos. Suele encontrarse en América del Sur y Centroamérica

y para los hospedadores es inofensivo.

Dos géneros también inofensivos para los mamíferos son Leptomonas y Crithidia ya
que solo infectan insectos.
También existen trypanosomátidos parásitos de plantas, como el género Phytomonas,
cuyo vector es un insecto que succiona jugos vegetales.



¿Como se reconstruye la historia evolutiva de estos organismos?
Debido a la ausencia de registros fósiles, la construcción del árbol filogenético de los

protozoos con kinetoplasto se realiza en base a la comparación de las secuencias del

ARHr98 y 128, por ser zonas muy conservadas y por lo tanto adecuadas para este tipo
de análisis.

Los parásitos con kinetoplasto presentan diferentes estilos de vida: vida libre, parasitismo

monogenético involucrando a un solo hospedador, generalmente invertebrado, y parásitos

digenéticos que alternan entre un hospedador que puede ser vertebrado, invertebrado o

una planta.
Los géneros monogenéticos como Crithidia, Herpetomonas, Blastocrithidia y
Leptomonas, se conocen como “trypanosomas inferiores",y de la construcción del árbol

filogenético resulta que Crithídía fascículata es la especie más antigua, seguida por

Leptomonas sp. Todos ellos son parásitos de artrópodos, principalmente en lnsecta
(Díptera, Hemíptera y también en Lepidóptera, Orthóptera, etc). En cambio, las especies

digenéticasLeíshmanía tarentolae, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei podrían
provenirde un antecesor monogenético como Leptomonas, asumiendo que su aparición

es anterior a la separación de Africa y América del Sur. En las especies digenéticas, la

morfología del estadío del parásito que se encuentra en el insecto, es muy semejante al de

las especies monogenéticas. El nodo más antiguo podria ubicarse hace 264 millones de

años, muy cerca del orígen de los fósiles del insecto hospedador (Hemíptero). Esto

implicaría que el ancestro kinetoplástido y el insecto hospedador, podrían haber aparecido
aproximadamente al mismo tiempo, sugiriendo la coevolución de los parásitos y su
hospedador (Lake et aL, 1988).

Por lo tanto, estudiando el ARNribosomal de la mitocondria (contenido en el kinetoplasto)

se sugiere que los géneros Crithidía, Leptomonas, Leishmania y Trypanosoma divergen

sucesivamente, originándose el estilo digenético antes de la separación de Leishmania.

En cambio, el análisis del ARNribosomal nuclear que corresponde a la subunidad menor

del ribosoma, sugiere un árbol evolutivodistinto.Losgéneros Leishmania, Endotrypanum,

Leptomonas y Crithidia formarían un grupo muy relacionado, mientras que Phytomonas,
Blastocríthídia, T. cruzi y T. brucei se encontrarían a mayor distancia. En este nuevo

árbol, T.brucei y T cruzi, divergen antes del linaje de Crithidia y Leíshmam‘a (los cuales

están estrechamente relacionados). Se propone que el orígen del parasitismo a insectos y



vertebrados se adquiere luego de la divergencia de Bodo caudatus (familia Bodonidae)

(Fernandes et aL, 1993). En la figura 1 se representan esquemáticamente los árboles

filogenéticos propuestos por ambos grupos.

Figura 1: Relación fllogenétlca
y origen del parasltlsmo en los
trypanosomátldos.
(a) Representación de las raices
del árbol filogenético que
relaciona a los protozoos con
kinetoplasto, construído por
comparación entre las secuencias
de los genes mitocondriales del
ARNr 98 y 128. Los pasos
importantes en la evolución de
estos organismos son: (i) la
adquisición de un hospedador
insecto (ciclo de vida
monogenético), (ii) introducción
del estadío protomastigote en el
ciclo de vida, (iii)desarrollo de un
ciclo de vida digenético. (iv) en
Trypanosoma la adquisición de
un hospedador mamífero y de una
tasa acelerada de sustituciones
evolutivas. Todas las distancias
fueron estandarizadas con
respecto a la de L. tarentolae
(Lake et aL, 1988).

(b) Origen del parasitismo. Elárbol
filogenético representa una
sintesis de las comparaciones
realizadas entre las secuencias de
los genes nucleares del ARNr de
la subunidad mayor y menor del
ribosoma. La escala horizontal fue
construida teniendo en cuenta
comparacions entre los ARHr,en
cambio las distancias verticales no
tienen significado evolutivo. Las
flechas horizontales representan el
orígen del parasitismo digenético.
D: parásitos de vertebrados,
digenéticos; P: parásitos de
plantas, digenéticos; M: parásitos
monogenéticos; F:organismos de
vida libre (Fernándes et aL, 1993).
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Debido a su gran antigüedad en comparación con el resto de los eucariontes y a su

particular comportamiento, los protozoos parásitos han despertado gran interés. A través
de ellos se ha podido acceder al conocimiento de una cantidad de funciones y estructuras

novedosas que incluyen organelas desconocidas como los glicosomas y el kinetoplasto

en tripanosomátidos, hidrogenosomas en tricomonas y micronemas en apicomplexa.
También se han estudiado importantes mecanismos moleculares como el trans-splicing,

el editado del ARN,los rearreglos programados en el ADN, la replicación de los minicírculos

y maxicírculos y la variación antigénica de las proteínas de superficie. También, se han
buscado durante mucho tiempo secuencias promotoras, importantes en la regulación de

la expresión génica, con resultados limitados hasta el momento.

El kinetoplasto
El kinetoplasto es una zona de la matriz de la única mitocondria de los Trypanosomátidos

que contiene el ADN kinetoplástico ó ADN mitocondrial. Este ADN contiene 2 tipos de

estructuras: los minicírculos son círculos covalentemente cerrados, presentes en
aproximadamente 10.000 copias y cuyo tamaño oscila entre 0,5 a 2,8 kilobases según la
especie. En cambio, los maxicírculos se encuentran en menor número, de 25 a 50 y con
un tamaño de 20 a 37 kilobases. Los circulos de ADN se encuentran concatenados

formando una malla que puede visualizarse al microscopio electrónico y cuya estructura
es única en la naturaleza.

Los maxicírculos contienen genes que codifican ARNs ribosomales y proteínas
mitocondriales como el citocromo b y subunidades de la NADH dehidrogenasa y la

citocromo oxidasa. Además llevan información para el proceso de editado del ARN y

parecen ser idénticos entre si (Ryan et aL, 1988).

Los minicírculos fueron durante mucho tiempo un enigma. Presentan a menudo secuencias

muy heterogéneas y llevan información genética para pequeños ARNs guías (ARNg)que
funcionan como templados específicos en el editado de ARNs mensajeros de genes
mitocondriales crípticos. La heterogeneidad de los minicírculos es más destacada en T.

bruceí que en Leishmania, Crithidia y T. equiperdum y probablemente podría estar
asociada con el editado (Borst, 1991).



La replicación de esta trama es complicada. Los minicírculos replican una sola vez por

ciclo, a diferencia del ADN mitocondrial en animales, y para hacerlo se separan de la

trama. En cambio los maxicírculos se replican unidos a la trama en forma de circulos

rodantes (Ryan et aL, 1988).

Una cromatina descondensada
En los últimos años se han aportado muchos datos en relación con la forma particular en

que se organiza la cromatina en los protozoos que permitirían explicar su fragilidad e

imposibilidad de condensación para formar cromosomas durante la división celular.

Sin embargo, en T.cruzi, la cromatina se organiza en nucleosomas y es posible encontrar

heterocromatina en células en interfase lo que indica que en trypanosomas existe una

organización básica y que hay un cierto grado de condensación en aquellos parásitos que
no se encuentran en división.

La histona H1carece del dominio globular esencial para la estabilización del ADN cercano
al nucleosoma. Por otro lado, el alto número de sustituciones en los aminoácidos de las

histonas HzA,H3y H4y el acortamiento de la secuencia de la histona HzBcontribuyen al

mantenimiento del estado descondensado de la cromatina (Galanti and Toro, 1994). Como

consecuencia de lo expuesto, la mitosis en trypanosomátidos, está caracterizada por: la
ausencia de cromosomas condensados, el mantenimiento de la membrana nuclear durante

toda la división celular y la presencia de placas densas asociadas con un huso mitótico
intranuclear.

(Jn fenómeno genético primitivo. Editado de una molécula de ARNo
“editing”.
El editado del ARNm es uno de los mecanismos más novedosos presentes en
trypanosomátidos. Es un proceso post-transcripcional que ocurre en la mitocondria e

involucraa los maxicírculos y minicírculos,aunque se desconoce si ocurre antes o después

de la poliadenilación (Stuart, 1991; Arts and Benne, 1996).
Consiste en la adición y deleción de uridinas a una molécula de ARN mensajero. Este

mecanismo puede crear un nuevo codón de iniciación para la traducción de una proteína

mitocondrial, puede llevar a la corrección a nivel de ARNdel desplazamiento en el marco

de lectura e incluso la formación de un marco de lectura completo, obteniendo así un

ARN completamente editado con un marco de lectura abierto y contínuo.



La información necesaria para el editado se encuentra en los ARHg (guias), pequeños

transcriptos de aproximadamente 60 nucleótidos, complementarios a las secuencias del
ARHma editar. El proceso parece estar asociado con un complejo de alto peso molecular

llamado editosoma que contiene ARNg,ARNmparcialmente editado y proteinas (Hajduk

et aL, 1993).

Los ARNgestán codificados en los maxicírculos y minicírculos del kinetoplasto y contienen

un promedio de 15 nucleótidos de uridina. El número de ARNg diferentes, transcriptos a

partir de los minicírculos varia entre especies (Thieman et aL, 1994).
T. brucei presenta minicírculos en mayor número y heterogeneidad con respecto a

Leishmania y Crithidia, lo cual sumado a las evidencias de un mayor editado sugieren la
necesidad de minicírculos heterogéneos para un editado correcto y eficiente de los ARHm

codificados por los maxicírculos de T.brucei. En cambio, T.vivax y T.equiperdum carecen

de maxicírculos funcionales, presentando minicírculos muy homogéneos (Borst, 1991).

Debido a que los genes para los ARNg se encuentran localizados en los minicírculos,

Simpson y Thieman (1995) concluyen que el editado es un rasgo genético que puede

perderse fácilmente en ausencia de una presión de selección para mantener el producto
editado. Se desconocen aún las ventajas adaptativas que otorga la aparición y el

mantenimiento del editado, pudiendo obtenerse una proteína directamente a partir de su

transcripto, sin necesidad de este proceso (Covello and Gray, 1993). Su orígen en
trypanosomátidos data de 100-200millonesde años, hecho correlacionado con la aparición

del insecto vector en el registro fósil y con la divergencia de las especies del nuevo y viejo

mundo (Landweber and Gilbert, 1994).

Transcripción discontinua de los ARNm
En estos organismos, la transcripción de una unidad transcripcional policistrónica ocurre

ininterrumpidamente para generar ARNm policistrónicos. Luego, sufren dos importantes

modificaciones: la poliadenilación en el extremo 3' no codificante y la unión por trans­

splicing de una secuencia en una zona AGdel extremo 5' no codificante del ARNm. Dicha

secuencia está codificada por un exón separado, al que se llamó “miniexón”. Existen

alrededor de 200 copias del “miniexón” codificadas en grupos en el genoma, cada una

formando parte de una secuencia de 1.35 kpb repetidas en tandem (Laird, 1989).

Se dice que la transcripción de los ARNm es discontinua debido a que la secuencia del

miniexón se transcribe en forma separada del resto de los ARNm.



Este mecanismo fue estudiado inicialmente en T.brucei en los genes correspondientes a

la proteina variable de superficie (VSG) (Borst, 1986).

El “trans- splicing”
Los trypanosomátidos son organismos que carecen de intrones. Normalmente, en una
unidad transcripcional pueden encontrarse varias zonas de código correspondientes a

varias proteínas. El transcripto primario obtenido, es tratado por la maquinaria de trans­

splicing y poliadenilación para generar un ARNm individual, maduro.

Todos los ARNm se generan por el ligado de dos transcriptos en un proceso post­

transcripcional llamado trans-splicing. Como consecuencia, todos llevan una secuencia
común de 39 nucleótidos en el extremo 5' llamada “miniexón”. Esta secuencia no es

codificante y proviene de un transcripto de 140 nucleótidos llamado med ARN (donor de

miniexón) (Laird, 1989), que lleva un extremo cap normal de 7-metil guanosina además

de modificaciones en los primeros 4 nucleótidos y en la posición 6. El med ARNtiene una

alta tasa de recambio y una vida media in vivo de solo 4 minutos.

Este sistema está claramente relacionado con el cis-splicing,aunque aún no se conoce si

es una variación exótica o un resabio arcaico de este mecanismo (Laird, 1989). En Ia

figura 2 se describe el proceso mencionado.

MlNI-EXONES EXONES ESTRUCTURALES
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Figura 2: Representación esquemátlca del proceso de trans-spllclng ytranscrlpclón pollclstrónlca
en trypanosomas.
Las letras "P" indican la posición de los promotores. El transcripto primario es de tipo policistrónico. El
trans-splicing entre el ARN donor del miniexón (med ARN) y el mensajero poliadenilado (PRE-ARNm)
resulta en la producción de ARHsmaduros que tienen el miniexón de 39 pb en su extremo 5' (caja blanca),
el exón codificante (caja negra) y una secuencia poli A en su extremo 3' (Laird, 1989).



Para el procesamiento de un ARN policistrónico, se producen dos cortes, uno de ellos

realizado por la maquinaria de trans-splicing a una distancia rio arriba del codón de

iniciación, y el otro relacionado con la poliadenilación del gen anterior, localizado a

aproximadamente mil nucleótidos en dirección 5' del sitio de adición del miniexón.

En Leishmania y T. brucei fueron identificadas secuencias ricas en pirimidinas y una

zona AG,que podrían ser reconocidas para el proceso de trans-splicing (Matthews et aL,

1994). En cambio no se han encontrado secuencias conservadas para la poliadenilación,

lo que llevó a suponer que ambos procesos podrían estar acoplados (LeBowitzet aL,

1993; Vassella et aL, 1994).

Los promotores en los Trypanosomátldos
Como consecuencia del trans-splicing, desaparecen las secuencias correspondientes al

inicio de la transcripción de un gen resultando difícilla identificación y localización de las

regiones reguladoras y promotoras.

Solo han sido identificados los promotores de los genes que codifican a las proteínas VSG

(glicoproteínas variables de superficie) y PARP(proteinas repetitivas acidicas prociclicas)

de T.brucei (Overath et aL, 1994).

En T.cruzi fue identificado el sitio de iniciación dela transcripción del gen del ARNribosomal

188. Al comparar dichas secuencias con las descriptas en T.brucei y C. fasciculata no

se obtuvo ningún consenso. Sin embargo, se encontraron algunas secuencias repetidas

río arriba de las promotoras, que indicaron homologia con aquellas y con las presentes en

los promotores de los mencionados trypanosomátidos (Dietrich et aL, 1993).

La transcripción en los trypanosomátidos es realizada por tres ARNpolimerasas como en
el resto de los eucariontes. La ARNpolimerasa ll es la encargada de la transcripción de los

genes que codifican proteínas y en T. brucei esta tarea es compartida, para algunos

genes, con la ARN polimerasa l (Chung et al., 1992).

El bolsillo flagelar
Es una estructura conservada entre los trypanosomátidos y constituye una región de su

superficie altamente diferenciada que facilitala internalízaciónde moléculas del hospedador.

La membrana que rodea al cuerpo celular envuelve al flagelo en forma contínua dejando
una invaginación entre ellos que se llama bolsilloflagelar (Webster and Russell, 1993). En
la abertura del bolsillo flagelar, donde emerge el flagelo. este se engrosa y su función



consiste en limitar el acceso del material a Ia cavidad del bolsillo y también como punto

de anclaje al cuerpo celular. La profundidad del bolsillo es variable, en Crithidia es muy

profundo y puede llegarcasi hasta el núcleo, en cambio en Trypanosoma es relativamente

superficial. A diferencia del cuerpo celular donde existe una gran trama de microtúbulos,

por debajo del bolsillo flagelar desaparece dicha red. Tal vez sea consecuencia directa de

su actividad endocítica a través de vesículas que brotan de la membrana del bolsillo y se

comparan con los endosomas de mamíferos.

Ciclo de vida e interacción hospedador-parásito

Interacción hospedador-parásito
Los protozoos parásitos han desarrollado una gran habilidad para poder sobrevivirdurante

largos períodos de tiempo dentro de su hospedador. Entre las estrategias empleadas para
lograrlo, se encuentran la variación antigénica, la resistencia al complemento y al ataque
inmunológico y/o el escape hacia compartimientos tales como el citoplasma del
hospedador. Lo interesante es conocer cómo estos parásitos pueden manipular a su

hospedador, a distintos niveles y para su propio beneficio, logrando crear un ambiente
menos hostil.

Elgénero Trypanosoma comprende parásitos digenéticos cuyo ciclo de vida se desarrolla

entre un hospedador invertebrado (insecto vector) y un hospedador vertebrado (mamífero).

Hospedador invertebrado
Orden Hemiptera:

Familia Reduviidae

Subfamilia Triatominae

Lafamiliacomprende vinchucas succionadoras de sangre o “kissing bugs ".Ambos sexos
se alimentan de sangre durante la noche aumentando su peso de 3 a 4 veces. Esta
alimentación es esencial para la producción de huevos viables (Molyneux, 1993).



Hospedador vertebrado

Trypanosoma cruzi es un patógeno que penetra y replica en una amplia variedad de

células. Como consecuencia se produce una infección que en el hombre puede durar

décadas. Para lograr acceder al hospedador mamífero, el parásito utilizarutas alternativas

de entrada, pero a diferencia de otros protozoos parásitos, T. cruzi no es inoculado

directamente en la circulación sino que es depositado sobre su piel durante la ingesta­
defecación del vector (Ortega-Barría and Pereira, 1992).

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
La vinchuca se infecta durante la alimentación, por ingestión de los tripomastigotes

presentes en Ia sangre periférica de un mamífero infectado. En este estadío los parásitos

no pueden dividirsey presentan un flagelo que corre a lo largo del cuerpo celular formando

una membrana ondulante que les otorga gran movilidad (figura 3(a)). Los tripomastigotes
sanguíneos llegan al intestino medio de la vinchuca donde sufren transformaciones

morfológicas que conducen a la forma epimastigote, alrededor de 24 horas después de la
ingesta. Esta forma se divide activamente por fisión binaria y es capaz de mantener

indefinidamente la infección en el insecto vector. Los epimastigotes son alargados, su

flagelo es libre y la posición del kinetoplasto es anterior al núcleo. No son capaces de

infectar al hospedador mamífero y generalmente corresponden a la forma obtenida en

cultivo líquido a 25°C en medios axénicos.

Luego de 4 días, los epimastigotes se encuentran en la ampolla rectal, donde se diferencian

a tripomastigotes metaciclicos. Son morfológicamente similares a los que se encuentran

en la sangre del hospedador vertebrado, donde son infectivos.

Son alargados, delgados y más móviles que los epimastigotes, el kinetoplasto es posterior

al núcleo y son incapaces de dividirse. Se eliminan con las heces y la orina durante o

después de la ingesta de sangre iniciando una nueva infección. Llegan a la sangre del

hospedador atravesando la piel o las mucosas a través de microescoriaciones.

Para poder multiplicarse deben invadir rápidamente células de diferentes tejidos como
por ejemplo las fibras musculares esqueléticas y cardíacas, las células de la glía, el sistema

retículo endotelial y el aparato digestivo.
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Los trípomastigotes, tanto sanguíneos como metacíclicos, pueden sobrevivira la fagocitosis

de los macrófagos escapando de la vacuola fagocítica hacia el citoplasma, evadiendo la

respuesta lisosomal de la célula hospedadora. En cambio los epimastigotes son eliminados

por los macrófagos. Los trípomastigotes pueden penetrar células no fagocíticas por medio

de adhesión seguida de endocitosis.

Luego de 3 horas de haber penetrado en la célula, los trípomastigotes se diferencian a

amastigotes cuya forma es redondeada y su flagelo pequeño. Así permanecen inactivos

durante 35 horas hasta comenzar a dividirse.Luego de aproximadamente 9 divisiones, se

pueden detectar aproximadamente 500 amastigotes por célula, que se diferencian a

trípomastigotes unas horas antes de la lisiscelular. Al liberarse a la sangre pueden reiniciar
el ciclo invadiendo una nueva célula del mismo individuo ó infectar una vinchuca durante

la alimentación de ésta (figura 3(b)) (Avila, 1992).

flagelo

bolsillo
flagelar

kinetoplasto

núcleo

Figura 3(a): Formas del ciclo de vida de Trypanosoma cruzí.
1, epimastigote; 2, trypomastigote; 3, amastigote. (Cox, 1993).
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Figura 3(b): Ciclo de vida del Trypanosoma cruzl.
(Carlomagno et aL, 1989).

Invasión de la célula hospedadora
Para poder completar su ciclo de vida, algunos protozoos parásitos deben alojarse dentro

de las células del hospedador mamífero. Por ejemplo, el estadío sanguíneo de los parásitos

de la malaria invaden exclusivamente glóbulos rojos y Leishmania, in vivo, solo se localiza

dentro de los macrófagos. En cambio, T.cruzi es menos estricto ya que infecta células del
miocardio, macrófagos y células del sistema nervioso autónomo. [n vitro es aún menos

selectivo e invade fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales con alta eficiencia.

Los tripomastigotes metacíclicos de T. cruzi acceden al hospedador a través de la piel
donde son depositados durante la picadura de la vinchuca. La infección ocurre luego de

que el parásito accede a los tejidos cercanos.
El primer contacto entre la célula y el parásito y la invasión, incluyen la adhesión a moléculas

ricas en ácido siálico, proteoglicanos o moléculas de la matriz extracelular, como el

colágeno, la fibronectina y glicoproteínas que pueden influir en la dirección y sitio de
colonización.



In vitro, la penetración de T.cruzi en células epíteliales y fibroblastos es polarizada (por

su dominio basolateral), especialmente a través de los bordes de la célula que contienen

receptores de la matriz extracelular. Estas regiones establecen el contacto inicialy podrían

contener receptores para tripomastigotes (Schenkman et aL, 1988).

Las evidencias indican que la penetración ocurre por un proceso de endocitosis distinta

de la clásica fagocitosis, ya que no hay emisión de pseudopodos durante la entrada del

parásito (Schenkman et aL, 1988). Este mecanismo no necesita energía ni participación

de los microfilamentos del hospedador. En cambio, la invasión requiere energía metabólica

del parásito (Schenkman et aL, 1991a; Ortega-Barría and Pereira, 1992).

Los parásitos invaden en los márgenes periféricos de las células en una zona pobre en

Iisosomas e inmediatamente comienza a formarse una vacuola. Luego, los Iisosomas se

agregan en forma organizada en el sitio de unión del parásito y se fusionan con la vacuola

durante los primeros momentos de su formación. Este evento está facilitado cuando los

Iisosomas son transportados por microtúbulos hacia la periferia celular. En cambio,

alrededor del parásito recién internalizado no se detecta actina polimerizada, e incluso la

desorganización de los microfilamentos de actina facilita la invasión (Tardieux et aL, 1992).

Entre una y dos horas después de la invasión, la vacuola se rompe y los tripomastigotes

escapan al citoplasma.

Leyet al. (1990) han demostrado que dicha vacuola es un compartimiento ácido y que el

aumento del pH inhibe el escape de los parásitos al citoplasma.

En el proceso de ruptura de la membrana vacuolar está involucrada una hemolisina

secretada por el parásito. Esta proteína llamada Tc-TOXpresenta una actividad formadora

de canales iónicos en bicapas de fosfolípidosa bajo pH, dañando la membrana. La proteína

es semejante al componente C9del complemento (Andrews et al.,1990).
Dentro de la célula del mamífero, los amastigotes se dividen intensamente por fisión

binaria y se transforman en tripomastigotes sanguíneos que entran en la circulación

sanguínea. Estos pueden invadiruna gran variedad de células de tejidos cercanos u órganos

específicos más alejados (Ortega-Barría and Pereira, 1992).

Alemerger de la célula, el tripomastigote sanguíneo contiene poco o nada de ácido siálico
en su superficie. Alentrar en la circulación expresan una única actividad de trans-sialidasa,

que transfiere ácido siálicodesde moléculas del hospedador hacia moléculas de la superficie

del parásito, principalmente hacia un epitope llamado Ssp-3, encontrado exclusivamente
en las membranas de los tripomastigotes infectivos.Esta reacción permitiría la adquisición

de la estructura de Ssp-3 requerida para el reconocimiento y adhesión a la célula



hospedadora (Schenkman et aL, 1991b). Los amastigotes intracelulares no expresan
transialidasa, pero ésta comienza a sintetizarse durante la transformación en tripomastigote,
dentro de la célula, horas antes de la lisis.

Los receptores para T.cruzi presentes en la superficie celular están sialidados y ha sido

comprobado que la presencia de estas moléculas beneficia el proceso de invasión
(Schekman and Eichinger, 1993). También se involucra a la trans-sialidasa en el proceso

de ruptura de la vacuola fagocítica facilitando la acción de la proteina Tc-TOX.

Diferenciación
Para desarrollar formas moleculares de prevención de la enfermedad, es decisivo el

conocimiento de los mecanismos regulatorios que controlan Ia expresión de los genes

involucrados en la diferenciación de una forma invasiva y no replicativa como el

tripomastigote a una forma intracelular y multiplicativacomo el amastigote. En este sentido

se ha visto que la expresión de muchos polipéptidos varía siguiendo este patrón de

diferenciación (Ruiz-Ruano et aL, 1991).

El proceso de diferenciación, conocido como metaciclogénesis, puede ser inducido en

cultivos liquidos de epimastigotes de diferentes formas: por medio de componentes del

suero de mamíferos, por el uso de medios imitando la orina del insecto ó con extractos del

intestino medio de la vinchuca, por stress metabólico, ó AMPc. En este sentido, los

tripomastigotes metacíclicos presentan mayores niveles de AMPc intracelular que los
epimastigotes.

Fraidenraich et al. (1993) han demostrado que un péptido derivado de la hemoglobina,

proveniente del intestino medio del insecto es el responsable de la activación dela adenilato

ciclasa en membranas de epimastigotes, luego de unirse a un receptor específico,
estimulando la diferenciación in vitro de los epimastigotes a tripomastigotes metacíclicos.

Muy probablemente, la transducción de señales via proteína G es la responsable del

aumento en los niveles de AMPcintracelular que activan una proteína kinasa A provocando
la fosforilación de proteínas especificas relacionadas con la diferenciación. Se ha visto

que dicho receptor es especifico para péptidos que llevendeterminadas secuencias de B­

globina.



La Enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis
Americana

Esta enfermedad afecta seres humanos de 15países del continente americano y constituye
uno de los problemas más serios de la salud pública. Se estiman alrededor de 90 millones

de personas expuestas al contagio por viviren zonas endémicas. En nuestro país el área
afectada abarca las dos terceras partes de su superficie.

Esta enfermedad dificilmentecurable y muchas veces mortal es producida por el protozoo

parásito Trypanosoma cruzi identificado por primera vez en 1909 por Carlos Chagas en

Brasil. EIvector que lo transmite al mamífero es el insecto Tríatoma infestans o vinchuca.

Esta infección era solo propia de animales selváticos pero debido a la incursión del hombre,

algunas especies de vinchuca se adaptaron a la vivienda humana. Solo las especies
domiciliadas son las que por evolución adaptativa están involucradas en la infección

(Carlomagno et aL, 1989).

Por esta razón, las zonas rurales son las más desprotegidas debido a que la vinchuca vive

en los techos de paja y paredes de adobe y también suele encontrarse en gallineros,

corrales y depósitos de leña. Losanimales domésticos como el perro y el gato que conviven

con el hombre, constituyen un reservorio natural y permiten el desarrollo de un ciclo
hombre-vinchuca-animal.

En realidad esta es una enfermedad relacionada con la pobreza ya que los problemas

sociales y culturales, económicos y politicos llevanasociados carencias en la alimentación

y en la salud básica de los habitantes, reduciendo considerablemente su calidad de vida.

Etapas de la enfermedad. Evidencias clínicas
En la enfermedad de Chagas se pueden distinguir tres etapas: una aguda, una
indeterminada y una crónica (Carlomagno et aL, 1989).

La fase aguda se presenta inmediatamente luego de la infección inicial, en general con

signos inespecíficos y solo en muy pocos casos es reconocible por el característico ojo
casi cerrado debido a la hinchazón del párpado o signo de Romaña. También se detecta

una fuerte parasitemia, supresión del sistema inmune y activación policlonal. Al terminar
esta fase, los infectados pasan por un período prologado de tiempo sin manifestaciones
clínicas.



Solo en un tercio de los infectados se desarrollan los síntomas característicos de la fase

crónica, como la miocardiopatía o patologías de aparato digestivo con diferentes grados
de severidad.

Si bien en algunos enfermos la fase aguda resulta fatal, en la mayoría de ellos la respuesta

inmune logra reducir los niveles de parasitemia hasta hacerlos indetectables. De esta

forma el paciente entra en la fase crónica de la enfermedad. De acuerdo a la gravedad de

los síntomas, puede reducirse la capacidad fisica del paciente en forma parcial o total,

disminuyendo de esta forma su calidad de vida y el tiempo real de la misma.

¿Quiénes son los más afectados?
En los mamíferos varía ampliamente el grado de susceptibilidad a la enfermedad. El

hombre, los cánidos y félídos como también algunos roedores de laboratorio (ratones,

ratas jóvenes y hamsters), sufren infecciones agudas y a veces fatales.

Experimentos realizados en perros y ratones han mostrado mayor susceptibilidad en

individuosjóvenes y machos, incluso prepúberes, descartando que exista relación con las
hormonas sexuales. En los seres humanos las observaciones clínicas también sugieren

que hay mayor susceptibilidad en individuosjóvenes y del sexo masculino (Barriga, 1991).

Los hombres y mujeres enfermos que tienen entre 30 y 40 años ven como consecuencia

de la infección muy limitada su capacidad de trabajo. Los niños menores de 10 años son

también muy sensibles.

Formas de transmisión y contagio
Como la vinchuca tiene hábitos nocturnos, se apoya sobre la piel de una persona dormida,

la pica y se alimenta de su sangre. Almismo tiempo elimina sus deyecciones que contienen

los parásitos, que atraviesan la piely las mucosas a través de las escoriaciones producidas

por el rascado. Alcanzan los vasos sanguíneos que los conducen a los distintos tejidos

donde el parásito se multiplica. Esta vía de transmisión se llama vectorial y es la más

importante.
Otra forma puede ser por medio de transfusiones de sangre. Elparásito puede permanecer

infectivo hasta después de 3 semanas de extraída la sangre, si es mantenida a 4°C. El
riesgo aumenta en las zonas de mayor incidencia de la enfermedad.



La tercera forma es la transmisión congénita. La infección de una mujer embarazada

puede afectar el embarazo y modular el desarrollo de la inmunidad en el bebé. La mayoria

de estas mujeres han sido infectadas durante la infancia y en la etapa reproductiva se

encuentran en el estadío crónico de la enfermedad. A pesar de esto, la infección
transplacentaria o congénita ocurre entre el 0,7 al 10,5% de los niños de madres
seropositivas (Brabin, 1993).

Pueden ocurrir casos congénitos asintomáticos debido a la infección tardía en la gestación

y a una respuesta inmune intensa.

Los valores mencionados son altos al compararlos con otras enfermedades parasitarias
donde la infección congénita está asociada con infecciones agudas en mujeres con el

sistema inmune deprimido.

Por otro lado, las mujeres con infecciones crónicas corren mayor riesgo de repetir la

infección congénita en sucesivos embarazos contrariamente a lo que ocurre en murinos.

A pesar de no tener evidencias de que la interacción entre la madre y el feto tenga influencia

en el riesgo cardíaco o gastrointestinal de la enfermedad, este fenómeno ha sido observado

en grupos familiares con enfermedades cardiovasculares en Brasil (Brabin, 1993).

Diagnóstico, quimioterapia, vacunas
En la etapa aguda, la enfermedad puede ser fácilmente diagnosticada examinando la

sangre del paciente infectado. En cambio, en la etapa crónica, los parásitos no son
detectados en sangre ya que se alojan en los tejidos, por lo cual se debe recurrir al

diagnóstico por ensayos inmunológicos, a través de anticuerpos específicos. Solo en la
mitad de los pacientes crónicos se puede realizar un diagnóstico parasitológico directo

por xenodiagnóstico o hemocultivo. Actualmente, se utilizan moléculas antigénicas que

permiten hacer el diagnóstico y precisar la etapa dela enfermedad en la que se encuentra

el paciente.

Para curar la etapa aguda de la enfermedad de Chagas, se utilizan las drogas Nifurtimox

y Beznidazol que resultan en general efectivas, mientras que para la etapa crónica no
existen aún formas de tratamiento.

Los esfuerzos realizados con el objeto de desarrollar una vacuna no han sido todavía

exitosos ya que los ensayos experimentales producen protecciones parciales frente a la
enfermedad. Por otro lado, las reacciones de autoinmunidad generadas en el paciente

limitarian los intentos de vacunación (Frasch et aL, 1991).



Utilización de la glucosa por los Trypanosomátidos
Los tripomastigotes sanguíneos de T. brucei son las células eucariontes con la mayor

tasa de consumo de glucosa, ya que utilizan esta sustancia a una velocidad 10 veces

mayor que las células de su hospedador mamífero. La mayoría del resto de los
trypanosomátidos estudiados también presenta altas tasas de consumo de glucosa, sin
que esto guarde relación con la cantidad de glucosa presente en el medio circundante. La

glucosa es la fuente preferida de energía pero la fructosa, manosa y glicerol también

pueden ser usadas para la respiración.

C. fasciculata se desarrolla en el intestino del insecto donde los niveles de glucosa son

bajos, sin embargo presenta una tasa de consumo de glucosa semejante a la forma

sanguínea de los trypanosomas africanos.
Leishmania, T.cruzí y T.lewisi presentan un consumo de glucosa más bajo de manera

similar a la forma procíclica de T.brucei (Cazzulo et aL, 1988a).

Llnrasgo importante en los trypanosomátidos es la ausencia del “Efecto Pasteur". En la

mayoría de los organismos, la transición entre la anaerobiosis y la aerobiosis, va

acompañada de una rápida y considerable caída del consumo de glucosa. La inhibición
de la glucólisís por el oxígeno se llama “Efecto Pasteur”, e implica una forma de regulación

del camino glucolitico. Debido a que la glucólisís aeróbica aporta un mayor rendimiento

energético que la glucólisís anaeróbica, las células logran obtener la misma cantidad de

energía utilizandoconsiderablemente menor cantidad de carbohidratos, los cuales pueden

ser almacenados como polisacáridos. Este fenómeno ocurre en levaduras o en células

musculares, donde debido a la presencia de oxígeno se provoca una drástica inhibiciónen

la producción de etanol o lactato, respectivamente, y un aumento en la producción de
C02.

Como los trypanosomátidos no presentan Efecto Pasteur (Cannata and Cazzulo, 1984a)
o aún lo tienen invertido, la utilización de la glucosa es igual o menor bajo condiciones

anaeróbicas. Además, no se han encontrado en ninguno de ellos reservas de polisacáridos

(Cannata and Cazzulo, 1984a).

El Efecto Pasteur invertido ha sido estudiado en detalle en Leishmania spp y también en

T. cruzí (Urbina et aL, 1990).



Productos finales del catabolismo de la glucosa
Lostrypanosomátidos degradan la glucosa dando como productos C02 (solo parcialmente)

y ácidos orgánicos excretados al medio (Darling et al., 1987; Fairlamb and Opperdoes,

1986). Este proceso fue llamado “fermentación aeróbica" por von Brand (1979) para

resaltar que durante el metabolismo eran liberados productos fermentativos tipicos de un

proceso anaeróbico, pero producidos en condiciones aeróbicas.
Los productos finales del catabolismo de la glucosa en trypanosomas Africanos y
Americanos, Crithidia spp y Leishmania spp han sido estudiados utilizando técnicas

variadas, incluyendo resonancia magnética nuclear usando glucosa marcada con '3C y

ensayos enzimáticos específicos de catabolitos.

Dichos productos se resumen en la tabla 1.

En T.brucei existen importantes diferencias cualitativas, dependiendo de la presencia o

no de oxígeno y del estadío del ciclo de vida. En los tripomastigotes sanguíneos largos y

delgados, la mitocondria está reducida a un canal sin crestas, donde no hay citocromos y

el Ciclo de Krebs no es funcional. Por esta razón depende enteramente de la glucólisis

para la producción de energía. Produce casi exclusivamente piruvato (con trazas de C02)

en condiciones aeróbicas, mientras que en anaerobiosis produce piruvato y glicerol en
cantidades semejantes y algo de L-alanina y dihidroxipropionato (Opperdoes, 1987;
Fairlamb et al., 1986). En cambio, los tripomastigotes sanguíneos cortos y gruesos
presentan una mitocondria ampliada con desarrollo de crestas.

Cuando los tripomastigotes son ¡ngeridos por el vector, Ia forma corta se diferencia en el

intestino medio a la forma tripomastigote procíclica. Esta presenta una mitocondria muy

bien desarrollada con crestas mitocondriales extensas y citocromos. Esta forma crece

principalmente en un medio con aminoácidos más que con glucosa y excreta
mayoritariamente C02, succinato, acetato y L-lactatobajo condiciones aeróbicas. Luego

de la migración a las glándulas salivales, ocurre la diferenciación a la forma metaciclica,

infectiva, de Ia cual se conoce poco en relación al metabolismo.

Con excepción de los tripomastigotes sanguíneos de T. brucei, el resto de los
trypanosomátidos producen succinato como producto principal del catabolismo de la
glucosa, generalmente acompañado de otro producto.



Organismo Estadio i Condición Productos

T.brucei BT Aerobiosis Pir-(gliceroI)-(C02)
í BT Anaerobiosis Pir-glicerol-(L-aIa)-(Dihidroxipropionato)

PT Aerobiosis COZ-Succ-Ac-L-Lac

PT Anaerobiosis L-Lac-glicerol-Succ-Ac
T. cruzi BT Aerobiosis COZ-Succ-Ac-(L-Lac)

BT Anaerobiosis Succ-Ac-(L-Lac)
E Aerobiosis COZ-Succ-L-aIa-(L-maI)-Ac
E Anaerobiosis Succ-L-aIa-(Ac)

L. pifanoi P Aerobiosis COZ-Succ-(L-ala)-(Ac)-L-mal
P Anaerobiosis Succ-L-aIa-Ac-gliceroI-(Pir)-(Iac)
A Aerobiosis COZ-(Succ)-L-ala-Ac-(L-mal)
A Anaerobiosis Succ-L-aIa-Ac-glicerol-(Pir)-(lac)

L. braziliensis P Aerobiosis COZ-Succ-L-aIa-Ac-Pir-D-Iac

P Anaerobiosis Succ-L-aIa-Ac-D-lac-glicerol
C. fasciculata Ch Aerobiosis COZ-Succ-EtanoI-(glicerol)-(Ac)

Ch Anaerobiosis Succ-Etanol-gliceroI-(L-mal)-(Ac)
C. luciliae Ch Aerobiosis Succ-Pir-Ac-Etanol

Ch Anaerobiosis Succ-Pir-Ac-Etanol

Tabla 1: Productos finales del caltabollsmode la glucosa en trypanosomátldos.
BT, tripomastigote sanguíneo; PT, tripomastigote procíclico; Ch, coanomastigote; P, promastigote; E,
epimastigote. Los productos minoritarios se indican entre paréntesis (Cazzulo, 1992b).

Metabolismo energético en Trypanosoma cruzi
Los distintos estadios del ciclo de vida de T.cruzi, pueden ser obtenidos tanto en cultivos

axénicos como en cultivo de células de mamífero o a partir de células de mamífero

infectadas. La mayoria de los estudios metabólicos y enzimológicos en T.cruzi han sido

realizados con cultivos axénicos de epimastigotes, presumiblemente semejantes a la forma

presente en el insecto vector.

Estudios comparativos usando las distintas formas del ciclo de vida, permiten asegurar

que por lo menos en forma cualitativa presentan caracteristicas metabólicas similares, a

diferencia de los tripanosomas africanos (Cazzulo, 1992a).

Utilizaciónde nutrientes: carbohidratos, proteínas y aminoácidos
Los epimastigotes de T.cruzi, son capaces de tomar del medio y consumir tanto hidratos
de carbono como aminoácidos, liberando como producto de excreción succinato y HH3.
La glucosa es preferida sobre los aminoácidos cuando ambos están presentes en el medio
(Cannata and Cazzulo, 1984a; Cazzulo et aL, 1985). Esto ocurre a pesar de que el medio

normal de los epimastigotes es el intestino de la vinchuca, muy rico en proteínas y



aminoácidos y pobre en hidratos de carbono. Por otro lado las necesidades nutricionales

varían según el estadío del ciclo de vida. Mientras los epimastigotes pueden usar glucosa

(preferida durante la fase exponencial del crecimiento) y aminoácidos (consumidos durante

la fase estacionaria), los cultivos axénicos de una forma extracelular similar al amastigote

presentan exclusivamente catabolísmo glucolítico. En cambio, los tripomastigotes
metacíclicos presentan catabolísmo no glucolítico,obteniendo la energía exclusivamante

de aminoácidos y proteinas.

Ambos sustratos, glucosa y aminoácidos son incorporados activamente por los
epimastigotes del medio de cultivo.Las proteínas ingresan por pinocitosis, principalmente

en la zona del bolsillo flagelar, y pueden cubrir las necesidades energéticas del parásito.

Las proteínas y los aminoácidos pueden constituir una reserva energética para los parásitos,

en circunstancias como la diferenciación de la forma epimastigote a tripomastigote

metacíclico. En el estadío epimastigote específicamente, se encuentran los reservosomas

que contienen proteinas ingeridas por el parásito y también la cisteína proteinasa principal

(cruzipaína). Durante la diferenciación pueden consumir parte de su proteina como
combustible. Estas organelas desaparecen durante la diferenciación.

La mayoria de los autores coincide en que T.cruzi no sintetiza polisacáridos de reserva.

La biosíntesis de oligosacáridos podría limitarse a la porción glucídica de las glicoproteínas

y lipopéptidofosfoglicanos.

Por otro lado, dentro del parásito existe una gran acumulación de aminoácidos, de los

cuales, casi la mitad es L-alanina.Prolina,glicina y ácido glutámico también son abundantes.

La fermentación aeróbica de la glucosa
Durante el catabolísmo de la glucosa, los epimastigotes y los tripomastigotes sanguíneos

de T. cruzi producen ácidos orgánicos. Para profundizar en el tema, se han realizado

ensayos enzimáticos específicos para la detección y cuantificación de los catabolitos

producidos y, utilizando técnicas no invasivas de RMN-(13€)se pudo realizar el seguimiento

de la glucosa marcada durante el metabolismo de una célula viva.

Los resultados indicaron que el succinato y la L-alanina son los catabolitos principales,
aunque también se ha detectado formación de acetato (Cazzuloet aL, 1985). (.lnapequeña

parte del acetato provendría del catabolísmo de la glucosa y, probablemente, la mayor
parte derive del catabolísmo de lípidos o aminoácidos.

Los estudios de RMNindican la presencia de dos reservorios diferentes de alanina, uno de

los cuales es excretado, mientras que el otro es retenido dentro de la célula.



A diferencia de otros trypanosomátidos, los epimastigotes de T.cruzi no producen etanol

ni glicerol (Cazzulo et aL, 1988a) como así tampoco lactato, piruvato o malato (Cannata

and Cazzulo, 1984a).

Vías catabólicas
La glucólisisfunciona en todos los trypanosomátidos estudiados tanto en aerobiosis como

en anaerobiosis. La vía de las pentosas es activa en epimastigotes, aunque se conoce
menos acerca de su funcionamiento (Cannata and Cazzulo, 1984a).

La glucólisis presenta dos características que la distinguen del hospedador mamífero. Por

un lado, la mayoría de las enzimas glicolíticasse encuentran en un compartimiento llamado

“glicosoma” descubierto en T.brucei por Opperdoes y Borst (1977). Por otro lado, las

enzimas regulatorias claves de la mayoría de los sistemas glicolíticos desde bacterias

hasta mamíferos, como la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa, son poco o nada afectadas
en trypanosomátidos por los efectores comunes.

El único mecanismo claro de control de ésta vía es la gran activación de la piruvato

quinasa presente en epimastigotes de T.cruzi (Juan et aL, 1976) por bajas concentraciones

de fructosa 2,6 difosfato (Cazzulo et aL, 1989b).

Bajo condiciones aeróbicas, las evidencias indican que el Ciclo de Krebs y la cadena

respiratoria son funcionales en T. cruzi, como en la mayoría de los Trypanosomátidos

(Cazzulo, 1992a,b); todas las enzimas del ciclo, con excepción de la a-oxoglutarato

dehidrogenasa, fueron detectadas en extractos libresde células. (lna excepción es la forma

sanguínea de T. brucei que no tiene las enzimas del Ciclo de Krebs y los citocromos,

reoxidando el HADH glicolítico a través de una a-glicerofosfato oxidasa mitocondrial

(Fairlamb et aL, 1986).

En la figura 4 se resumen los conocimientos actuales sobre el catabolismo de la glucosa
en T. cruzi.
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Figura 4: Catabollsmo de la glucosa en Trypanosoma cruzL
Abreviaturas: GIu-ó-P,glucosa-6-fosfato; Fru-6-P,fructosa-ó-fosfato; Fru-1,6-diP, fructosa 1,6 difosfato; GAP,
gliceraldehído-3-fosfato; DHAP,díhídroxiacetona fosfato; G-1,3-diP,1,3-difosfo glicerato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato;
2-PGA,2-fosfoglicerato; PEP,fosfoenolpiruvato; Pir,piruvato; OA, oxalacetato; L-mal, L-malato; Fum, fumarato;
Suc-CoA, succiniI-CoA; a-OG, a-oxoglutarato; lsocit, isocitrato; Cit, citrato; L-glu, L-glutamato. Las enzimas
involucradas son: (1) hexokinasa; (2) hexosa fosfato isomerasa; (3) fosfofructokinasa; (4) aldolasa; (5)
triosa fosfato isomerasa; (6) gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa; (7) fosfoglicerokinasa; (8)
fosfogliceromutasa; (9) enolasa; (10) piruvato kinasa; (11) a-hidroxiácido dehidrogenasa; (12)
fosfoenolpiruvato carboxikinasa; (13) enzima málíca; (14) piruvato dehidrogenasa; (15) citrato sintasa;
(16) aconitasa; (17) isocitrato dehidrogenasa; (18) a-oxoglutarato dehidrogenasa; (19) succinato tiokinasa;
(20) succinato dehidrogenasa; (21) fumarato reductasa; (22) fumarasa; (23) malato dehidrogenasa; (24)
glucosa-6-fosfato dehidrogenasa; (25) acetiI-CoAhidrolasa; (26) alanina aminotransferasa. La enzima (18)
no ha sido aún detectada en T.cruzi (Cazzulo, 1992a).

Sistemas de reoxidación del NADHglicolítico
Para mantenerse funcionales, todos los sistemas glicolíticosdeben tener un sistema eficiente

de reoxidación del NADHproducido en esta vía. Bajo condiciones aeróbicas funciona la

cadena respiratoria y en condiciones anaeróbicas varios caminos fermentativos.



En T.cruzi existen distintas formas de reoxidación del HADH,operando bajo condiciones

aeróbicas: (1) producción de succinato, (2) producción de L-alanina y (3) oxidación de

metabolitos reducidos, en la cadena respiratoria.

(1) Producción de succinato: La producción de succinato depende de la fijación del C02

realizada por la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) (Cazzulo, 1992a) sobre un

producto de la glucólisis, el fosfoenol piruvato (PEP). Para la obtención de succinato, el

oxaloacetato (OA) debe ser reducido a L-malato, éste deshidratado a fumarato y éste
finalmente reducido a succinato.

La reducción a L-malato sería suficiente para la reoxidación de todo el HADHglicolitico si

ambas moléculas de PEP se convirtieran en succinato, sin pérdida de energia,

produciéndose un ATPtanto en la reacción catalizada por la PEPCKcomo por la piruvato

quinasa.
No se conoce con seguridad la razón de la producción y excreción del succinato, pero ha

sido encontrado en todos los estudios realizados en el tema, mientras que el L-malatosolo

fue encontrado en raras oportunidades (Cazzulo, 1992a). Turrens ha propuesto que el

succinato es la vía necesaria de entrada de los equivalentes de reducción a la cadena

respiratoria, al faltar la enzima NADHdehidrogenasa (Boveris et aL, 1986; Turrens, 1989).

(2) Producción de L-alanina:Duschak y Cazzulo (1991) han propuesto que la producción

de L-alanina podria estar asociada con la reoxidación del HADHglicolitico a través de la

participación de las enzimas glutamato dehidrogenasa NADy NADPdependientes (GluDH­

NAD y NADP), la enzima málica y la alanina aminotransferasa.

La coenzima reducida podria reoxidarse por la acción de la GluDH-HADdependiente

produciendo L-glutamato que reaccionaria con el piruvato glicolitico en una reacción de
transaminación catalizada por la alanina aminotransferasa. Para el funcionamiento de
este camino sólo se necesitarían cantidades catalíticas de L-glutamato y a-oxoglutarato y

un aporte continuo de NH3.En relación a lo expuesto, se ha informado que la excreción

de NH3al medio es prácticamente nula durante el consumo de glucosa (Cazzulo et aL,

1988a; Engel et al., 1987), lo que podría deberse a que no es producido o a su utilización

de la manera descripta.



La L-alanina puede obtenerse también en el citoplasma a partir de L-malato (producido
por reducción del oxalacetato dentro del glicosoma) a través de la acción de la enzima

málica, la GluDH-NADPdependiente y la alanína aminotransferasa. Este camino, descripto

en la figura 5, convertiría L-malato y NH3 en alanína y C02 y no requeriría de HADH
citosólico.
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Figura 5: Participación de las glutamato dehldrogenasas en la reoxldaclón del NADHglucolítlco
en T. cruzL
En la figura se indica la posible participación de la glutamato dehidrogenasa en el proceso de reoxidación
del NADH.Las enzimas son: 1.alanína aminotransferasa; 2, glutamato dehidrogenasa NADdependiente; 3.
glutamato dehidrogenasa HADPdependiente; 4. enzima málica; 5. malato dehidrogenasa. (Cazzulo, 1992a).

(3) Oxidación en la cadena respiratoria: Bajo condiciones aerobias, parte del NADH

glicolíticoes reoxidado a través de la cadena respiratoria, que consiste en los citocromos

b, C553y las oxidasas alternativas (a+a3), citocromo Oy citocromo d.

En epimastígotes los nivelesde algunos citocromos son menores en comparación con los
encontrados en las mitocondrias de las células de mamíferos. Junto con la relativa

ineficiencia de la cadena respiratoria, pueden ser algunas de las razones de la existencia

de la “fermentación aeróbica” como un camino complementario para la reoxidación del

HADHglicolítico cuando la glucosa es usada masivamente (Cazzulo, 1992a).



El transporte del HADHdesde el glicosoma donde se produce hacia la mitocondria para

ser reoxidado en la cadena respiratoria, se realiza mediante el L-malato producido en el

glicosoma y oxidado en la mitocondria.

La cadena respiratoria esta acoplada a la fosforilaciónoxidativa. Como en otros organismos,

la fosforilación oxidativa esta mediada en T.cruzi por una ATPasa mitocondrial dependiente

de Mg“, sensible a oligomicina (Frasch et aL, 1978).

Organelas y compartimientos subcelulares
Debido a la ausencia de los controles habituales responsables del “Efecto Pasteur” T.

cruzi puede consumir tanta glucosa como sea capaz de ingresar a la célula. Sin embargo,

es necesario algún tipo de control para evitar ciclos fútiles que puedan interferir con la

reoxidación del HADH (con el proceso de fermentación aeróbica). En este sentido, la

reacción catalizada por la enzima málica debe ser controlada para evitar el reciclado de

los productos de la PEPCK.

Estas evidencias sugieren que la compartimentalización subcelular es el mayor factor

involucrado en la regulación de la glucólisis en Trypanosomátidos. En primer lugar, el

gran consumo de glucosa podría deberse a la alta concentración de enzimas glicoliticase
intermediarios dentro del glicosoma.

En segundo lugar, el posible ciclo fútil entre la PEPCK y la enzima málica se evita ya que

la PEPCK se localiza en el glicosoma (Cannata et aL, 1982) mientras que la enzima

málica presenta dos isoenzimas, una mitocondrial y otra citosólica (Cannata and Cazzulo,
1984b).

En la figura 6 se detallan los compartimientos subcelulares de las enzimas en T. cruzi

como también las interrelaciones entre la glucólisis y el Ciclo de Krebs y los caminos

propuestos para la reoxidación del NADH.

El glicosoma
Esta organela es única del orden Kinetoplastida. Contiene varias enzimas de la glucólisis

y del metabolismo del glicerol como también enzimas involucradas en diversas rutas
metabólicas como la fijación del dióxido de carbono, la biosíntesis de pírimidinas y de

lípidos, Ia oxidación de ácidos grasos y la recuperación de purinas.



Opperdoes y Borst (1977) describieron por primera vez la asociación de nueve enzimas

con esta organela en T brucei, de las cuales siete estaban relacionadas con la glucólisis

y dos con el metabolismo del glicerol (Opperdoes, 1988). Además, fueron descriptas

otras diez enzimas incluidasen los glicosomas de estos organismos involucradas en distintas

vias metabólicas (Opperdoes, 1988).

Esta organela esta presente en otros trypanosomátidos y es homogénea en cuanto al

tamaño. Ha sido muy bien estudiada en T.brucei, donde en promedio, la forma sanguínea

contiene 240 glicosomas, lo que representa entre un 4-8%del volumen celular total. En

otros géneros los glicosomas son menos abundantes. En la forma promastigote de
Leishmania tropica hay entre 50-100 por célula, mientras que los amastígotes de L.
mexicana no tienen más de 10.
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Figura 6: Compartlmentalizaclón de las enzimas lnvolucradas en el catabollsmo de la glucosa en
T. cruzl.
Las abreviaturas son semejantes a las detalladas en la figura 4. Se agrega ALA,L-alanina. (Cazzulo, 1992a).



Debido a sus funciones inusuales, la presencia de enzimas involucradas en el metabolismo

de lípidos y a su morfología, se piensa que los glicosomas están muy relacionados con los

peroxisomas de otros protozoos, plantas y animales (Opperdoes, 1988).

Catabolismo de proteínas y aminoácidos en
Trypanosomátidos

Utilización de proteínas y aminoácidos
T.cruzi contiene entre el 43-53%de su peso en proteinas y un reservorio de aminoácidos

libres que constituyen hasta el 5,2%del nitrógeno proteico total. De los aminoácidos libres,

la L-alanina representa casi la mitad. Los aminoácidos prolina, glicina y ácido glutámico

también son abundantes (O’Dalyet al., 1983).

El reservorio intracelular de aminoácidos libres en epimastigotes de T.cruzi puede usarse

tanto para la biosíntesis de proteínas y la obtención de otras sustancias, como para la

producción de energía. Estos aminoácidos son probablemente obtenidos por proteólisis
de proteínas endógenas o exógenas o por incorporación directa del medio de cultivo. Llna

importante proporción de la L-alanina puede ser obtenida como un producto del
catabolismo de la glucosa.

Los epimastigotes de T.cruzi consumen proteínas y aminoácidos durante su crecimiento

en cultivo liberando HH3al medio como producto final, provocando un aumento del pH,

disminuido por la excreción de ácidos orgánicos (Cáceres and Fernandes, 1976). Estos

datos concuerdan con los obtenidos por Yoshiday Camargo (1978) que muestran que T.

cruzi, a diferencia de otros Trypanosomátidos, es estrictamente amoniotélico y carece de
las enzimas del ciclo de la urea (Camargo et aL, 1978).

T.cruzi puede sintetizar algunos aminoácidos. A partir de glucosa se puede obtener alanina,

aspartato, y glutamato. Además existe interconversiónde algunos aminoácidos. Se conoce

muy poco acerca de la forma en que T. cruzi incorpora aminoácidos del medio. La

captación de lisina y arginina no es lineal y posiblemente se realiza mediante un sistema
de transporte saturable.
También se ha observado que los epimastigotes de T. cruzi toman treonina y excretan

cantidades casi equimolares de glicina, sugiriendo que funciona una via que transforma
la treonina en acetato y glicina similar a la propuesta por Cross et al. (1975) para T.bruceí.



El acetato así producido sería usado preferencialmente en la síntesis de lípidos. En efecto,

Roitman y Gutteridge (1978) mostraron que T.cruzi es capaz de sintetizar ácidos grasos

luego de la incubación de los parásitos con L-(U-14C)treonina.

Actividades proteolíticas
En T.cruzi han sido descriptas varias actividades proteolíticas (ltow and Camargo, 1977;

Avila et aL, 1976). Los primeros estudios fueron realizados en extractos crudos, lo que

hace difícildistinguir si los resultados corresponden a enzimas diferentes.

Se han purificado a homogeneidad tres proteinasas en epimastigotes, que pertenecen al
grupo de las cisteína proteinasas. Una de ellas es de alto peso molecular (cerca de 200

kDa) (Bongertz and Hungerer, 1978; Ashall, 1990), en cambio las otras dos presentan

valores de peso molecular inicialmente informados como cercanos a los 60 kDa (Bontempi

et aL, 1984; Cazzulo, 1984) pudiendo tratarse de la misma enzima.

La cisteína proteinasa principal de T.cruzi, llamada cruzipaina, es una glicoproteina de

alta manosa, con un peso molecular aparente de entre 35 y 60 kDa dependiendo de las
condiciones electroforéticas, encontrada en los lisosomas y en la superficie del parásito

(Bontempi et aL, 1989; Souto-Padrón et aL, 1990). La enzima madura presenta un dominio

N-terminal con actividad enzimática y un dominio C-terminal altamente antigénico in

vivo, siendo reconocida por Ia mayoria de los sueros de pacientes chagásicos crónicos

(Martinezet aL, 1991). A las funciones en la digestión intracelular, como proteasa lisosomal,

se le agregarian otros papeles, uno de los cuales podria ser en el mecanismo de evasión

del sistema inmune por degradación parcial de las inmunoglobulinas, impidiendo la
activación de la cascada del complemento. Además podria estar involucrada en la
penetración de los tripomastigotes en la célula hospedadora, un proceso esencial para la
perpetuación de la infección (Souto-Padrón et aL, 1990).

También se ha informado la presencia de una serin proteinasa, no identificada
apropiadamente (Sakanari et aL, 1989) y una prolil-oligo-peptidasa (Burleigh et aL, 1997)

asi como de una metalo proteinasa, que podría ser parecida a la proteina gp63 de
Leishmania (Greig and Ashall, 1990). No existen evidencias de la posible presencia de

aspartil proteinasas en T.cruzi.



Catabolismo de aminoácidos. Enzimas involucradas
Los epimastigotes de T.cruzi pueden oxidar los aminoácidos a través del Ciclo de Krebs

(Mancilla et aL, 1967; Sylvester and Krassner, 1976).

Las vías metabólicas para el catabolismo de la leucina y prolina son probablemente

similares a las presentes en otros organismos aunque no han sido estudiadas en detalle ni

se han caracterizado las enzimas involucradas en la degradación de la cadena carbonada

de los aminoácidos. Se conoce mucho más acerca de las enzimas responsables de la
transferencia y eliminación reversible del grupo amino de los aminoácidos.

Se han informado dos grupos de dichas enzimas: las transaminasas y las glutamato
dehidrogenasas. La participación conjunta de ambas enzimas incluye la transferencia del

grupo amino de diferentes aminoácidos al a-oxoglutarato por acción de las transaminasas

para dar glutamato, el cual es luego oxidativamente deaminado por las glutamato
dehidrogenasas dando HH3libre excretado al medio. Como las reacciones involucradas

son reversibles, estas vías pueden utilizarsepara la biosíntesis de aminoácidos por fijación
de NH3siempre y cuando esté disponible el correspondiente a-oxoácido.

En epimastigotes de T.cruzi varios aminoácidos son capaces de transaminarse con el a­

oxoglutarato o el piruvato para dar L-glutamato o L-alanina, respectivamente (Zeledón,

1960). Las enzimas involucradas, aspartato aminotransferasa (ASAT) (Cazzulo et aL,

1977) y la alanina aminotransferasa (ALAT) (Barros and Caldas, 1983; Zelada et aL,

1996) fueron purificadas y caracterizadas en epimastigotes y parecen ser semejantes a
las de mamíferos.

También se encontraron las enzimas responsables del catabolismo de aminoácidos
aromáticos, la tirosina aminotransferasa (TAT) y la L-OL-hidroxiácidodehidrogenasa

aromática (AHADH) (Nowicki et aL, 1992; Montemartini et aL, 1994). Ambas fueron

purificadas a homogeneidad (Montemartini et aL, 1993).

Al estudiar la localización subcelular de todas estas enzimas, se encontró que estaban

presentes en dos compartimientos: el citoplasma y la matriz mitocondrial, aunque
distribuidas de diferente manera (Duschak and Cazzulo, 1991; Nowicki et aL, 1992).

Losepimastigotes de T.cruzi presentan también dos glutamato dehidrogenasas diferentes,

una NADP dependiente (GluDH-NADP)y otra NAD dependiente (GluDH-HAD) (Cazzulo

et al., 1977, 1979; Walter and Ebert, 1979). Estas enzimas son semejantes a las
correspondientes en bacterias, hongos y plantas y son claramente diferentes de las de
mamíferos (inespecíficas para coenzima). Ambas han sido purificadas a homogeneidad y

serán descriptas con mayor detalle más adelante.



En estos parásitos, debe existir un balance entre las vías metabólicas para la producción

de energía tanto a partir de hidratos de carbono como aminoácidos y siempre ha sido
materia de especulación cuál de las dos vías es la más importante.

La oxidación de los intermediarios en el Ciclo de Krebs, como el oxalacetato y el 0t­
oxoglutarato provenientes del catabolismo de los aminoácidos, necesita de Ia conversión

previa en AcetiI-CoA. Este mecanismo puede realizarse por medio de la acción de la
enzima málica sobre el L-malato ó a través de la acción de Ia oxalacetato decarboxilasa

sobre el oxalacetato.

Urbina y Azavache (1984) y Urbina (1987) han sugerido que en epimastigotes de T.cruzi,

el uso preferencial de la glucosa sobre los aminoácidos se debe a la estrecha regulación
de la GluDH-NADdependiente y de la PEPCK, además de la ausencia de controles en la

glucólisís.Las primeras enzimas pueden permanecer inhibidas cuando la glucólisis funciona

activamente debido a la alta concentración de ATPy pueden empezar a activarse al agotarse

la glucosa y disminuir la cantidad de ATP.

Sin embargo, las evidencias experimentales indican que la PEPCKparticipa en la excreción

del succinato, actuando mientras la glucólisis es activa (como una vía auxiliar de este

camino) a pesar de la inhibición por ATPde la reacción de carboxilación, propuesta por

Urbina (1987). Esta inhibición por ATPno fue confirmada, sin embargo, por Cymeryng et

al. (1995).

De acuerdo con Urbina,el catabolismo de aminoácidos puede ser mediado por el transporte

del L-malato desde la mitocondria al glicosoma, la formación de OA por la malato

dehidrogenasa, su decarboxilación a PEP por la PEPCKy el transporte del PEP al citoplasma

para la posterior formación de ácido pirúvico por la piruvato kinasa y su transporte a la

mitocondria donde puede ser oxidado a Acetil-CoAy finalmente incorporado al Ciclo de
Krebs a través de la reacción de la citrato sintasa. El camino es posible debido a que la

reacción catalizada por la PEPCK es reversible y es muy posible que la enzima málica l

(mitocondria!) esté involucrada en lugar de la PEPCK.Esta conversión solo puede ocurrir

en la mitocondria a pesar de que se necesitan para que ocurra, compartimientos como la
mitocondria, el glicosoma y el citoplasma.

La fuerte inhibición que ejerce el OA sobre la enzima málica l, sugiere que la enzima
estará activa solo cuando las concentraciones del intermediario se mantengan bajas por

la citrato sintasa y el ciclo esté funcionando activamente.



En T.cruzi y otros Trypanosomátidos, Ia PEPCK tiene una función catabólica, sugerida

por la ausencia de represión por glucosa, característica de las PEPCKs que presentan un
rol gluconeogénico (Cazzulo et aL, 1985).

De todas maneras, se necesitan más evidencias experimentales para poder concluir la
relevancia relativa del catabolismo de aminoácidos y de hidratos de carbono. Por el

momento se puede concluir que ambos son importantes y que uno puede ser preferido

sobre el otro de acuerdo al sustrato disponible y también al conjunto de enzimas que se

encuentran presentes en los diferentes estadios del ciclo de vida del parásito.

Las características particulares del metabolismo y las diferencias con el hospedador
mamífero, abren la posibilidad para desarrollar nuevas drogas efectivas contra varias

enfermedades tropicales comunes, por inhibiciónselectiva.

Enzimas que unen nucleótidos

Los procesos enzimáticos que involucran nucleótidos, pueden ser divididos en dos clases

dependiendo que parte del nucleótido esté comprometida en la reacción. El grupo tal vez
más numeroso involucra la unión fosfato de alta energia como en el ATP. El segundo

grupo, utilizala base nitrogenada para la transferencia de electrones en procesos de oxido­

reducción. En este caso se utilizan dos bases diferentes, la nicotinamida y la flavina,

incorporadas a través de la dieta por medio de las vitaminas, debido a nuestra incapacidad

para sintetizarlas.

Esta transferencia de átomos de hidrógeno desde el sustrato a la base del nucleótido es

catalizada por dehidrogenasas y oxidasas.
Una molécula de NAD (nicotinamida adenina dinucleótido). consiste en adenina-ribosa­

fosfato-fosfato-ribosa-nicotinamida. La primera porción llamada AMP,se une a la segunda

HMH(nicotinamida mononucleótido) por un enlace pirofosfato.

El l‘lAD+es usado casi exclusivamente en procesos de degradación oxidativa que llevan a

la producción de ATP,mientras que el NADPHes utilizado, con algunas excepciones, en

reacciones de biosíntesis reductiva. La presencia del grupo fosfato extra en la molécula de

NADP“es lo que permite distinguir a estas enzimas, mostrando el asombroso poder de
reconocimiento molecular en las reacciones bioquímicas.

La base flavina esta presente en dos nucleótidos activos, FMN (flavín mononucleótido) y

FAD (flavín adenina dinucleótido).



Las proteínas que unen dinucleótidos cumplen un rolcentral en la producción, intercambio

y consumo de energia. Las reacciones en las que están involucradas forman parte de

caminos metabólicos tan fundamentales como la glucólisisy la fotosíntesis. Son proteinas

que se encuentran en organismos muy diversos como arquebacterias, eubacterías y
organismos eucariontes incluyendo levaduras, plantas, animales y seres humanos.

Hasta el momento se conocen más de 100 enzimas que unen dinucleótidos y la mayoría
de ellas presentan motivos de unión a la coenzima. Estas enzimas no solo deben reconocer

y unir al dinucleótido y al sustrato. sino que también deben ubicarlos muy cerca uno del

otro en el sitio activo, con Ia orientación correcta de manera de permitir la transferencia

directa del hidrógeno (Branden and Tooze, 1991).

Dominios de unión al sustrato y al dinucleótido
En estas enzimas se pueden identificar claramente dos dominios, uno de unión a la

coenzima (exhibe similitudes en la organización y en la forma de unión a la coenzima) y

el otro de unión al sustrato, que provee los aminoácidos necesarios para la catálisis (con

muy diferentes funciones y organización estructural).
El sitio activo se encuentra en una hendidura entre los dos dominios. Los sitios de unión

del sustrato y de la coenzima, están orientados de tal forma que la parte reactiva de la

coenzima está muy cercana al átomo de hidrógeno que será transferido desde el sustrato

(Branden and Tooze, 1991).

El dominio de unión a la coenzima
Rossmann et al. (1974) compararon la estructura de las 4 proteínas cuya estructura
tridimensional se conocía hasta ese momento, capaces de unir dinucleótidos: lactato

dehidrogenasa (LDH), malato dehidrogenasa (MDH), alcohol dehidrogenasa (ADH) y

gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH). Los resultados indicaron que las 4

proteínas presentaban un gran parecido en el dominio de unión a la coenzima, en cuanto
a su estructura tridimensional y no por homología en las secuencias. En cambio, la
estructura del dominio catalitico de dichas enzimas resultó ser diferente.

El sitio de unión a la coenzima está formado por 6 segmentos con estructura en forma de

hoja plegada B, paralelos entre si y flanqueados a ambos lados por estructuras en 0.­
hélice.



La estructura a/B es alternada y simétrica porque forma parte de una organización en dos

mitades con idéntica topología y arreglo similar (dando un patrón BaBaB.BaBaB). Cada

mitad BaBaBestá formada por un par de motivos Las dos mitades están ligadas
entre si por una a-hélice y unidas por uniones puente de hidrógeno (figura 7).
Cada mitad de este dominio simétrico se llama motivo de unión a mononucleótido o

motivo de Rossmann. Se denomina asi porque cada mitad del dominio se une a uno de

los dos nucleótidos del dinucleótido y además porque en algunas proteinas como la
flavodoxina, que unen mononucleótidos (FMN),aparece solo una mitad del dominio.

A lo largo del motivo BOLBOLB,el grupo pirofosfato de la coenzima se une a la región central

del dominio y los nucleósidos se ubican hacia los costados. La adenosina se une al primer

motivo de unión a mononucleótido y la nicotinamida-ribosa se une al segundo motivo.

La longitud total del dominio de unión a la coenzima es de aproximadamente 140
aminoácidos en las cuatro enzimas mencionadas.

Conservación del motivo Bl-aA-Bz
A pesar de que no existe gran homología de secuencia entre los sitios de unión a la

coenzima, ciertas posiciones permanecen invariantes y permiten predecir la región de la
cadena de aminoácidos involucrada en la unión a la coenzima.

Al principio de la unidad BOLBOLB,existe una región de aproximadamente 30-35 aminoácidos,

llamada motivo B1-aA-B2altamente conservado que presenta:

(1) Tres residuos de glicina conservados en el amino terminal de la primera 0L­

hélice incluidos en una secuencia Gli-X-Gli-X-X-Gli,donde X puede ser cualquier aminoácido.

Esta zona es importante para ubicar la parte central de la coenzima en la conformación

correcta, permitiendo el contacto del entorno de la proteina con el difosfato de la coenzima.

(2) Seis residuos hidrofóbicostambién conservados, importantes para la interacción
entre las estructuras secundarias.

(3) (Jn ácido aspártico conservado en el carboxilo terminal de la cadena [52de la

enzima que se une al grupo oxidrilode la ribosa de la coenzima. Es la principal forma por

la cual las enzimas pueden discriminar entre las coenzimas NAD y HADP.

(4) También se conserva un aminoácido cargado positivamente en el extremo

amino terminal de la cadena [31,lisina o arginina. Aunque su función se desconoce, se

asocia con la estabilidad de la interacción de las cadenas B.

A diferencia de Ia primera unidad, no se distingue un motivo semejante en la segunda

unidad BaBaB (Bellamacina, 1996).
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Figura 7: Representación de los dominios de unión a la coenzima.
(a) Los dominios de unión a la coenzima tienen similar estructura tridimensional pero diferente secuencia
de aminoácidos. La estructura (x/Bpresenta una hoja plegada Ben el centro, rodeada por (¡t-hélices.Dicha
estructura esta dividida en dos mitades (rojo y verde) llamados motivos de Rossmann o motivos de unión a
mononucleótido.
(b) y (c) Diagrama topológico de (a). (Branden and Tooze, 1991).

Transferencia estereoespecífica
Las dehidrogenasas transfieren un átomo de hidrógeno desde el sustrato al C4 del anillo
de la coenzima de manera estereoespecífica. Este anillo es asimétríco y los átomos de

hidrógeno en el C4 de la forma reducida de la coenzima no son equivalentes. Esto permite
una clasificación de las dehídrogenasas, teniendo en cuenta si el átomo de Hes transferido

desde el sustrato a una posición por delante o por detrás del plano del anillo. Estas

diferencias reflejan desigualdades en la estructura del sitio catalítico.
El anillo de la nicotinamída se coloca en la hendidura entre los dos dominios de la enzima.

Linacara del anillo establece interacción con los aminoácidos del dominio de unión a la

coenzima y la otra cara con el sitio de unión al sustrato. La interacción entre el grupo



carboximida (responsable de la asimetría del anillo) y la región de la proteína que une los

dos dominios, determina que cara del anillo enfrenta al sustrato, estableciendo la
estereoespecificidad de la tranferencia del átomo de H (Branden and Tooze, 1991).

Evolución de los dominios de unión a coenzimas
El rol fundamental de los nucleótidos en el metabolismo implica que las enzimas que

unen nucleótidos deben haber surgido muy tempranamente en la evolución de los seres

vivos. Estas enzimas podrían haber surgido en forma independiente unas de otras o

descender de una o de un grupo pequeño de proteínas ancestrales que unen nucleótidos.

A pesar de no poder determinar aún la historia evolutivade estas enzimas, algunas teorías

proponen una evolución divergente a partir de un antecesor común.

Los estudios del potencial redox y la evolución del transporte biológico de electrones,

sugieren un orígen común para las proteínas que unen NAD, FAD y FMN (Rossmann et

aL, 1974).

En cambio, la teoría convergente propone un antecesor de las dehidrogenasas que involucra

fusión de genes: un gen codificante para una proteína con capacidad de unión a nucleótidos,

común para todas las dehidrogenasas, fusionado con otro gen con información para una

proteína capaz de unirse a un sustrato, diferente para las distintas dehidrogenasas (Ohlsson

et aL, 1974).

La localización subcelular de las enzimas que unen NAD,como las dehidrogenasas, tanto

en el citoplasma como en la mitocondria, permite especular que su aparición deberia ser

anterior al orígen de los eucariontes, o sea hace aproximadamente 1.500 millones de

años. lncluso podría ser anterior ya que son enzimas requeridas por los primeros
procariontes para realizar la glucólisis, trasladando el tiempo de su orígen 3.200 millones
de años atrás (Rossmann et al, 1974).

El sitio de unión a la coenzima en las glutamato dehidrogenasas.
Diferencias entre las enzimas NADy HADPdependientes
Estudios de predicción de la estructura secundaria y comparación de secuencias
permitieron la identificación de los dominios estructurales en varias glutamato
dehidrogenasas, resultando parecidos a los dominios de unión a la coenzima de otras



dehidrogenasas (Wootton, 1974). De esta manera pudieron establecerse los aminoácidos

críticos para la unión a la coenzima, usados como criterio para alinear los dominios de las
GluDHestudiadas.

Scrutton et al. (1990) han estudiado las bases estructurales de la especificidad de las

dehidrogenasas por NADo HADP,por experimentos de mutagénesis dirigida, analizando

los aminoácidos de la zona saliente de la región de unión al nucleótido. En el amino

terminal de la primera a-hélice, se encuentran tres residuos de glicina conservados e
incluidos en una secuencia Gli-X-GIi-X-X-Gli.La secuencia Gli-X-Gli-X-X-Gllindicaba

especificidad por NAD mientras que la secuencia Gli-X-Gli-X-X-Alafue el marcador de las
HADP.

En la última posición, la alanina, junto con otra alanina cuatro posiciones más adelante,

quedan con los grupos metilo hacia el mismo lado, ocupando más espacio que la
correspondiente glicina de las NADdependientes, originando una modificación local de

la conformación del polipéptido. Esto esta asociado con el cambio de la especificidad

para la coenzima (Scrutton et aL, 1990).

Otra forma para discriminar entre las enzimas que unen NAD o HADP es a través de la

conservación o no del aminoácido aspártico. En las enzimas dependientes de NAD, la

coenzima establece un puente de hidrógeno entre el 2’OH de la adenosina-ribosa y el

aspártico en la enzima. En cambio, las enzimas dependientes de NADP,presentan un

grupo fosfato en la posición 2'OH, impidiendo la unión con el aminoácido por repulsión

entre las cargas negativas de ambos grupos. Por esta razón este tipo de enzimas tienen

residuos de glicina o arginina en lugar de aspártico y asparragina, respectivamente,

permitiendo la interacción entre las cargas positivas del aminoácido con el grupo fosfato
de la coenzima NADP.

La glutamato dehidrogenasa (GluDH)

Generalidades de las glutamato dehidrogenasas

Reacción que cataliza
Las glutamato dehidrogenasas (GluDHs)son enzimas que cumplen un importante rol en
el metabolismo del carbono y del nitrógeno.



Catalizan una reacción reversible, que en un sentido provoca la aminación reductiva del

a-cetoglutárico para dar L-glutamato con la oxidación de NAD(P)Hy en el sentido opuesto,

provoca la desaminación oxidativa del L-glutamato para dar 2-oxoglutarato y amonio con

la concomitante reducción de una molécula de NAD(P)+.

a-oxoglutarato + NH4++ NAD(P)H <_> L-glutamato + NAD(P)++ HZO

Esta reacción permite la interconversión del amonio libre y el nitrógeno de los grupos 0L­

amíno, en conjunto con la acción de las aminotransferasas. Las GIuDHs de diferentes

especies generalmente participan más en un tipo de metabolismo que en el otro. Pueden
estar relacionadas con la asimilación de amonio o el catabolismo del glutamato o, en el

caso de los mamíferos, pueden tener un rol anfibólico.

Especificidad para coenzima
Existen tres tipos de glutamato dehidrogenasas en cuanto a la especificidad de unión a la
coenzima NAD(H) ó NAD(P)H.

GluDH(NAD): son específicas para NAD (EC 1.4.1.2.).

GluDH(NAD(P)): son enzimas inespecificas para coenzima ya que pueden
utilizar tanto NAD como NADP (EC 1.4.1.3.).

GluDH(NADP): son especificas para NADP (EC1.4.1.4.).

Muchos organismos presentan más de un tipo de GluDH (NADy NADPdependientes) y
con diferente localización intracelular.

En la tabla 2 se detallan las GluDHs obtenidas de distintos organismos indicando su

especificidad para coenzima. (l: indica inespecificidad de coenzima).

ORGANISMO COENZIMA CITA
Arquebacterias
Pyrococcus furiosus NAD Eggen et aL, 1993

l Robb et aL, 1992

Pyrococcus endeavori l DiRuggieroet aL, 1993
Sulfolobus solfataricus | Maras et al., 1992
Sulfolobus shibatae NADP Benachenhou et aL, 1994
Halobacterium salinarum NADP Benachenhou and Baldacci, 1991
Eubacterlas
Porphyromonas gingiualis NAD Joe et aL, 1993
Clostridium symbiosum NAD Lilleyet aL, 199]; 1992
Clostridium difficile NAD Lyerly et aL, 1991
Peptostreptococcus asaccharolyticus NAD Snedecor et aL, 1991
Thermatoga maritima l Kort et aL, 1997
Mycoplasma laiidlawii l Yarrisonet aL, 1972



ORGANISMO
Micrococcus aerogenes
Rhodopseudomonas sphaeroides
Nitrosomonas europea
Aerobacter aerogenes
Escherichia coli

Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Synechocystis sp.
Corynebacterium glutamicum
Haemophilus influenzae
Salmonella typhimurium
Protozoos
Leishmania tarentolae
Tetrahymena piryformis
Trypanosoma cruzi

Crithidia fasciculata

Plasmodium chabaudi
Giardia intestinalis
Invertebrados
Loligo pealeii (calamar)
Drosophila melanogaster
Peces
Thunnus thynnus
Arapaima gigas
Osteoglossum bicirrhosum
Conger myriaster
Hongos
Neurospora crassa

Saccharomyces cerevisiae

Emericella nidulans
Debaryomyces accidentalis
Laccaria bicolor
Agaricus bisporus
Dictyostelium discoideum

Achlya klebsiana
Algas
Chlorella pyrenoidosa

Chlorella sorokiniana

Plantas
Zea mays
Hojas de trigo
Cotiledones de soja
Nicotiana plumbaginifolia

COENZIMA
l

l

NADP
NADP
NADP

NADP
NADP
NADP
NADP
NADP
NADP

NAD
l

NAD
NADP
NAD
NADP
NADP
NADP

NAD

NAD
NAD
NAD

NAD

NADP
NAD
NADP
NADP
NADP
NADP
NADP
NAD
NADP
NAD

NADP
NAD
NADP

NAD
NAD
NAD
NAD

CITA
Kew and Woolfolk, 1970
Engelhardt and Klemme, 1978
Hooper et aL, 1967
Tempest et aL, 1970
Veronese et al., 1975;
McPherson and Wootton, 1983
Meers and Pedersen, 1972
Hemmilá et aL, 1978
Chávez et aL, 1995
Bórmann et aL, 1992
Fleischmann et al., 1995
Bansal et aL, 1989

Bringaud et aL, 1997
Hooper et al., 1974
Cazzulo et aL, 1979
Cazzulo et aL, 1977
Higa et al., 1979

Walter et aL, 1974
Yee and Dennis, 1992

Storey et aL, 1978a
Papadopoulou and Louis. 1990

Veronese et al., 1976
Corman and Kaplan, 1967
Storey et aL, 1978b
Tang et al, 1992

Austen et aL, 1977;
Haberland and Smith. 1980
Holder et al., 1975
Boles et al., 1993
Nagasu and Hall, 1985
Hawkins et al., 1989
De Zoysa et aL, 1991
Lorillou and Martin, no publicado
Schaap et al, 1996
Pamula and Wheldrake, 1991
Pamula and Wheldrake, 1991
LeJohn et aL, 1994

Shatilov and Kretovich, 1977

Meredith et al., 1978
Cock et aL, 1991

Sakakíbara et aL, 1995
Bulen, 1956
King and Wu, 1971
Restivo et al., no publicado



ORGANISMO COENZIMA CITA

Solanum lycopersicum
Vitis uinifera
Raízde guisante

NAD

l

No está claro

Purnell et aL. no publicado
Syntíchaki et aL, 1996
Pahlich and Joy, 1971

Aves
Gallus gallus l Moon et aL, 1973
Mamíferos
Bos indicus NAD Cho et aL, 1995
Bos taurus Moon and Smith, 1973

Tzimagiorgis and Moschonas, 1991
Das et aL, 1989
Julliard and Smith, 1979;
Banner et aL, 1987;
Nakatani et aL, 1987

Mus musculus
Rattus noruegicus
Homo sapiens

Tabla 2: Especlflcldad para coenzima.
En la tabla se detallan las especificidades para coenzima de todas las GluDHsencontradas en el banco de
datos. (l) lndica inespecificidad de coenzima.

Peso molecular y de subunidad
Elpeso molecular de las GluDHsvaría según la especie. Mayormente son enzimas formadas

por subunidades iguales, constituyendo tetrámeros o hexámeros, cuyo peso molecular es
también variable entre especies. Son generalmente proteínas grandes. En la tabla 3 se
detallan algunos ejemplos de las diferencias mencionadas.

Organismo GIuDH N° de sub. I’M/sub PM
kDa kDa

Hígado bovino lnespecífica 6 55,9 320
Hígado de pollo lnespecífica 6 55,6 320
Hígado porcino lnespecífica 6 55,6 320
Calamar NAD 6 55,6 320
Neurospora crassa NAD 4 115 480
Neurospora crassa NADP 6 48 288
Escherichia coli NADP 6 48 250
Mycoplasma laidlawii lnespecífica 6 48 250
S. cerevisiae NADP 6 48 280
Chlorella pyrenoidosa lnespecífica 6 48 300
Chlorella sorokiniana NAD 4 48 180

Tabla 3: PMy número de subunldades de las GluDHs.
En la tabla se detallan algunos ejemplos de GluDHs con especificidad para NAD o HADP e inespecíficas.
indicando el PMde la enzima completa y de cada subunidad mostrando en cada caso si son hexaméricas o
tetraméricas.



Familias de glutamato dehidrogenasas
Las glutamato dehidrogenasas pueden ser agrupadas en dos clases, según el número de
subunidades. Las GluDH-HADPdependientes de bacterias y hongos y las GluDH

inespecíficas para coenzima de los vertebrados tienen seis subunidades idénticas, con un

peso molecular por subunidad de 48 kDa en Escherichia coli y 55 kDa en vertebrados.

En cambio, las enzimas dependientes de NAD pueden tener tanto seis subunidades

idénticas de 48 kDa como en Clostridium symbiosum ó cuatro subunidades también
idénticas de 115 kDa como en el caso de Neurospora crassa.

La comparación de secuencias de GluDHsde fuentes diferentes, muestra que las enzimas

hexaméricas son estructuralmente similares,cualquiera sea su especificidad para coenzima

(Lilleyet aL, 1991; Baker et aL, 1992). En los primeros residuos del extremo N-terminal la

homología es baja, pero luego aumenta considerablemente, pudiendo encontrar zonas

muy similares en los siguientes 350 aminoácidos.

Con respecto al extremo C-terminal, la semejanza encontrada puede dividirse en 2 clases:
los invertebrados y los vertebrados. Las enzimas de los invertebrados están muy
relacionadas entre si, mientras que las enzimas de los vertebrados, muestran muy poca
similitud en esta región y además tienen 50 aminoácidos más.

La primera mitad de la molécula es la que presenta mayor semejanza, ya que allí se ubica

la zona de unión del glutamato/oxoglutarato y el sitio catalitico. En esta región, se encontró

una identidad del 95% entre las enzimas bovina y de pollo.

A diferencia de los datos disponibles acerca de las GluDHhexaméricas, se conoce muy

poco de las enzimas tetraméricas. Solo se aislaron de S. cereuisiae, Pichiajardinii (llamada

inicialmente Candida utilis) y N. crassa. Cada uno de estos organismos posee, además
de la forma tetramérica, una GluDH-NADPhexamérica genéticamente distinta.

Estudios de difracción por rayos X, permitieron resolver la estructura tridimensional de la

GluDH-HADde Clostridium symbiosum (Britton et aL, 1992). El análisis comparativo

entre la forma tetramérica de N. crassa y la secuencia y estructura tridimensional de la

enzima de C. symbiosum reveló que existen grupos de aminoácidos conservados en la

estructura tridimensional y sitios marcadamente similares dispuestos en el sitio activo de
la enzima.

En base a la comparación de secuencias, se sugiere que las GluDH-HADpodrian haber

surgido como ramificaciones separadas de la familia principal, de las GluDH-HADP(de N.

crassa y E. coli) o de las inespecíficas de mamíferos (Lilleyet aL, 1991).



Localización intracelular
Las glutamato dehidrogenasas de células animales fueron detectadas inicialmente en la
fracción mitocondrial y por esta razón utilizadas como marcadores mitocondriales.

Hoyse conoce que estas enzimas tienen varias localizaciones subcelulares incluyendo la
mitocondria, el citoplasma e incluso el núcleo.

En algunos organismos que poseen más de una glutamato dehidrogenasa con diferente

localización subcelular, las enzimas difierenen sus propiedades cataliticas y estructurales.

Relación entre la conformación, el estado de asociación de las
subunidades y la función catalitica
En la enzima inespecífica de higado bovino, Ia unidad minima activa de la enzima es un

hexámero que puede formar estructuras lineales constituidas por un número indefinido

de unidades hexaméricas (Thusius, 1975). El equilibrioentre ambas formas, hexámero y

polímero, depende de la concentración de enzima, del pH, la fuerza íónica y la temperatura.

Además, es decisiva la acción concertada de ligandos específicos como coenzimas,
sustratos y efectores sobre el estado de polimerizacíón (Jallon et aL, 1970).

La enzima es un hexámero de subunidades idénticas y resulta importante conocer el

significado de la interacción entre ellas, como responsables del mantenimiento de la

configuración nativa de la enzima, como asi también de sus propiedades cataliticas y

regulatorias. Strambini et al. (1989) han demostrado que usando agentes desnaturalizantes

se puede lograr la disociación de la proteina, primero en trimeros y finalmente en
monómeros con pérdida reversible de la actividad. Tanto la actividad catalitica como el
efecto de inhibidores no son exclusivos de la forma hexamérica sino también del trimero.

Estos agentes desnaturalizantes afectan la conformación de la enzima independientemente

del estado de agregación de las subunidades.
Estudios realizados con la GluDH-NADPde N. crassa mostraron una transición estructural

reversible lenta, que lleva unos pocos minutos, entre el estado activo e inactivo de la

enzima, aunque no se detectaron cambios conformacionales de consideración entre ambos
estados (Ashby et aL, 1974).

Este tipo de enzimas, que responden lentamente frente a cambios rápidos en la
concentración de sustrato y de los modificadores, se han llamado enzimas histeréticas.

Este tipo de respuesta podría estar relacionado con una agregación o desagregación
lenta de las subunidades o con un paso de unión a determinados ligandos, también lento.



Las enzimas con este comportamiento particular, generalmente se encuentran en puntos

clave de control en rutas metabólicas muy ramificadas o en vias que utilizanintermediarios

comunes. De esta forma una respuesta lenta podria “amortiguar” el cambio en las

concentraciones de los intermediarios. Por ejemplo, la GluDH-HADPdependiente de N.

crassa es una enzima que interviene en una reacción que ocurre inmediatamente antes
de un sitio de múltiples ramificaciones de las vías metabólicas (Ashby et aL, 1974).

Efecto de pH y sales
Las caracteristicas del medio de reacción en cuanto a fuerza iónica, pH y electrolitos,

inciden de manera diferente sobre las propiedades regulatorias y cataliticas de las GluDHs,

provocando cambios conformacionales en la proteína que pueden llevar a su
desnaturalización.

La GluDH mitocondrial de hígado bovino presenta un pH óptimo de 7,6 en ausencia de

electrolitos. El agregado de fosfato inorgánico aumenta la actividad a pHs altos. Estos

mismos resultados se obtienen con ClNa o Tris, indicando que el efecto no es especifico.

El pH y los electrolitos modifican también inespecificamente las propiedades regulatorias

de la enzima. Por ejemplo a pH bajo, la activación por NAD es minima y a pH neutro el

ADP es inhibidor mientras que a pH alcalino es activador. El GTP funciona mejor como

inhibidora pH alcalíno que neutro, dependiendo también de la concentración de electrolitos

(Di Prisco, 1975).

Estabilidad frente a la temperatura
Muchas GluDHs de origen animal son más estables en amortiguador fosfato que en Tris.

Se han estudiado la estructura, actividad y grado de exposición de los grupos tioles al

medio, de las GluDHs en amortiguador Tris, fosfato, borato y Hepes. La GluDHde higado

bovino, en amortiguador fosfato, tiene alto contenido de (JL-hélicey ningún grupo tiol

accesible, mientras que en Tris o borato se produce una pérdida de la (JL-hélicey de la

actividad, exponiéndose al medio los 6 grupos sulfhidrilos de las subunidades. La GluDH­

NADPde E. coli es estable a 4°C varios dias y se desnaturaliza a 65°C y, la GluDH-NADde

N. crassa es estable por meses a la misma temperatura en SO4(NH4)2y se desnaturaliza

rápidamente a 50°C (Juan, 1979).



Efecto de reactivos de tioles
Las GluDHs de fuentes diferentes varian en su respuesta a reactivos que interaccionan

con grupos sulfhidrilos (SH). Dicha variación guarda relación con el amortiguador presente

en el medio de reacción. En la GluDH de hígado bovino no se puede detectar ningún

grupo SH en amortiguador fosfato mientras que son accesibles al DTHBlos 6 SH de cada

subunidad en amortiguador Tris-ClH.La GluDH-HADPde E. coli no fue afectada por p­

hidroximercuribenzoato (p-HMB), iodoacetamida, DTNB y NEM. La GluDH-NAD de N.

crassa puede ser afectada por pCMB,HEM,DTNB,le y ácido 2-nitro-5-tiocianobenzoico

(NTCB) pero no por iodoacetamida o iodoacetato (Juan, 1979).

Propiedades regulatorias
Las GluDHsson enzimas reguladas a distintos niveles. Por un lado, a través de mecanismos

de inducción y represión de la síntesis de la enzima realizados por determinados metabolitos

y por otro lado, debido al efecto de ciertos ligandos y nucleótidos de purina di y tri-fosfato

que afectan su actividad.

Regulación de la síntesis
Las GluDHscumplen diferentes roles fisiológicos ya que están involucradas en uno o dos

tipos de metabolismo. Las GluDH-HADPdependientes de bacterias, hongos y plantas,

están relacionadas con la asimilación del HH3del medio, por lo tanto tienen un rol anabólico.

En cambio las GluDH-NADdependientes, intervienen en funciones catabólicas (catabolismo

del glutamato) y las enzimas inespecíficas de coenzima presentes en vertebrados, podrían

presentar un rol anfibólico.
Estas conclusiones acerca las funciones en el metabolismo de las GluDHs, se basan en

estudios realizados con metabolitos que regulan in vivo la sintesis de la enzima a través

de mecanismos de inducción o represión catabólica.

La GluDH-NADPde E. coll es inducida en un medio con glucosa como única fuente de

carbono y niveles apropiados de NH4+(Veronese et aL, 1975).

La síntesis de las dos GluDHsde Neurospora crassa está regulada por la presencia o
ausencia de H orgánico en el medio. En presencia de NH3 o glutamato se induce la

GIuDH-NADy se reprime la GluDH-HADP(Sanwal and Lata, 1962); mientras que la glucosa
o sacarosa tienen un efecto contrario.



En Chlorella soroklnlana la GluDH-HADPes inducida por l‘lH4+y la GluDH-NAD

constitutiva es sintetizada en medios con amonio o nitrato (Yeung et aL. 1981).
En Baclllus subtllls la GluDH-NADtiene un rol catabólíco, es inducida en un medio rico

o mínimo conteniendo glutamato como fuente de carbono y está sujeta a represión
catabólica (Kane et aL, 1981).

Salmonella typhlmurlum presenta una GIuDH-NADPcuya actividad no varia durante el

crecimiento, usando diferentes fuentes de N (Rosenfeld et aL, 1982). La enzima puede
funcionar con exceso o en condiciones limitantes de NH4+.

En S. cerevlslae la actividad de GluDH-HADPes alta y la de GluDH-NADes baja cuando

las células son crecidas en medios con HH3como fuente de N. Cuando se utilizaglutamato

la inducción/represión es inversa. Si en el medio hay glucosa o galactosa se induce la

GluDH-HADPy se reprime la GluDH-NADdependiente (Bogonez et aL, 1985).

La GluDH-HADPde Corynebacterlum glutamlcum es la responsable de la formación
de glutamato a altas concentraciones de amonio y en condiciones limitantes de biotina. A

bajas concentraciones de amonio, la formación de glutamato se realiza por medio de las
enzimas glutamina sintetasa/glutamato sintasa (Bórmann et aL, 1992).

Regulación de la actividad
La actividad de las GluDHsinespecificas de coenzima se encuentra sujeta a modulación

por moléculas de distinta naturaleza como los nucleótidos de purina (ADP, GTP, etc),

cationes (ZnH), sustratos y coenzimas, lípidos y hormonas.

En la enzima de higado bovino, el GTP y el GDP son inhibidores mientras que el ADP

funciona como activador. Este no favorece la unión de la coenzima HADHmientras que el

GTPla fortalece, detectándose los mismos efectos para las coenzimas en estado oxidado.

Cuando el GTP y las coenzimas HADH o HADPH son agregados a la GluDH de higado

bovino, se producen una serie de cambios asociados con la depolimerización que llevan a

la pérdida de la actividad (Jallon et aL, 1970). La fijación del NADHa la enzima aumenta

la afinidad por el GTP. Estos datos apoyan la teoria de Frieden (1959) que indica que el

NADHy no el HADPH puede unirse a dos sitios diferentes en la enzima, un sitio activo y

otro sitio regulatorio. El NADH y NAD actuarian en el segundo sitio como inhibidor y

activador alostérico respectivamente. En cambio el NADPHpodria unirse solamente al
sitio activo.



Jallon e Iwatsubo (1971) evidenciaron la unión de una molécula de NADPH y de dos
moléculas de NADHpor cada subunidad a través del anillo de nicotinamida. El sitio común

de ambas coenzimas (sitio activo) presenta igual afinidad por ellas en estado reducido e

interacciona con el sustrato L-glutamato. El segundo sitio (solo para HADH), interacciona

con efectores alostéricos como el GTP y el Zn“. En presencia de éstos el NADH podria

unirse con mayor afinidad al sitio regulatorio debido a cambios conformacionales
provocados por el efector que desenmascaran el segundo sitio de unión a la coenzima.
Todos estos datos sugieren una interacción concertada entre tres clases de moléculas

(sustratos, coenzimas y efectores) que repercute en el estado de asociación de los

hexámeros y que implica que los cambios conformacionales se propaguen a partir de los
sitios de fijación.

El L-glutamato actúa de forma semejante al GTP,aunque en sitios diferentes.

La leucina activa la enzima como el ADP,pero en sitios distintos y muy cercanos entre si,

ya que la unión de uno afecta en forma positiva la unión del otro.

Acetilcolina, serotonina, norepinefrina y triptamina son inhibidores no competitivos de la

GluDH y la epinefrina y dihidroxifenilalanina son activadores. La fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina, cardiolopina y otros fosfolipidos son inhibidores (Juan, 1979).

La enzima inespecífica de hígado bovino y las de mamíferos en general son inhibidas por

GTP y GDP y activadas por ADP, ATP,AMP y leucina (Frieden and Colman, 1967). La

actividad de la GluDH-NADPde E. coli es afectada por nucleótidos de purina. En el sentido

de la aminación reductiva, la enzima se activa por bajas concentraciones de ATPy AMP.
En cambio, altas concentraciones de AMPresultan inhibitorias (Veronese et aL, 1975).

La GluDHinespecífica de Bacillus subtilis no es afectada por nucleótidos de purina (Kimura

et aL, 1977) de la misma forma que la enzima NADPdependiente de S. cereuisiae (Venard,

1975}

Funciones de las GluDHs
El amonio es un intermediario obligado en la asimilación de fuentes inorgánicas de

nitrógeno, realizado por plantas y microorganismos. (Jno de los principales productos de
dicha asimilación en compuestos carbonados es el L-glutamato que funciona como el

mayor distribuidor de grupos amino en la sintesis de aminoácidos y purinas y es un
precursor de los aminoácidos de la familia del L-glutamato.



La asimilación del amonio para formar glutamato puede ser realizada a través de la acción

secuencial de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) ó

por medio de la glutamato dehidrogenasa (GluDH).La operatividad de ambos caminos

depende de la concentración de amonio intracelular. El ciclo GS-GOGATsolo representa

el camino principal para la sintesis de L-glutamatoen plantas superiores, algas y organismos

procariontes fotosintéticos. En bacterias, cuando la concentración de amonio es alta, la

GluDH-HADPes responsable de la sintesis del L-glutamato, en cambio cuando la
concentración es baja, el L-glutamato se forma por medio de las enzimas GS/GOGAT,

debido a que en dichas condiciones, la GS tiene mayor afinidad por el sustrato que la
GluDH.

(1) Reacciones de desaminación oxidatlva
La desaminación ocurre en la primera fase del catabolismo de la mayoria de los
aminoácidos. El esqueleto carbonado restante puede ser degradado por diferentes vias,

pero generalmente termina en un compuesto intermediario del ciclo de Krebs, pudiendo

ser utilizado para la producción de energia o con fines anabólicos. Las reacciones de

desaminación pueden ser oxidativas o no oxidativas.

Glutamato dehidrogenasa: Esta enzima ampliamente distribuidaen los seres vivos

está relacionada con la transaminasa del par L-glutamato-a-cetoglutarato, que lleva a

cabo la transferencia del grupo amino de los aminoácidos al a-cetoglutarato para dar L­
glutamato y el a-cetoácido correspondiente.

Dicho L-glutamato es posteriormente desdoblado en HH3libre liberado como producto de

excreción, recuperándose el a-cetoglutarato que puede funcionar nuevamente como
aceptor de grupos amino. Sin la actividad de la GluDHel aminoácido L-glutamato seria un

callejón sin salida en el catabolismo de los grupos amino de los aminoácidos.

El L-glutamato, y a través de él otros aminoácidos como arginina, glutamina, prolina e

histidina, pueden entrar al ciclo de Krebs bajo la forma de a-cetoglutarato, pudiendo
intervenir en la producción de energia ó en el anabolismo de glúcidos.

Las coenzimas reducidas que se producen durante la reacción pueden involucrarse en

procesos de biosintesis ó reoxidarse.

(2) Reacciones de amínaclón.
Corresponden al grupo de reacciones en las que se produce la asimilación del amonio del
medio y están catalizadas por las enzimas:



Glutamato dehidrogenasa: La enzima es crucial en Ia sintesis de aminoácidos,
siendo en muchos organismos la principal forma para obtener grupos amino a partir del

amoniaco presente en el medio.

Glutamina sintetasa y asparagina sintetasa: Estas enzimasprovocan la fijación
del NH3sobre el L-glutamatoo el aspartato para dar como producto glutamina o asparagina

respectivamente. En ambos casos se consume ATP.La glutamina producida puede

funcionar como transportadora o dadora de NH3durante la sintesis de purina y citidina
trifosfato.

GS

L-glutamato + |‘lH4++ ATP <—> glutamina + ADP + P¡+ H20

Glutamato sintetasa: La enzima glutamina sintetasa lleva a Ia formación de

glutamina con gasto de energia metabólica. La glutamina es capaz de ceder su grupo

amino al a-cetoglutarato a través de una reacción de aminación reductiva mediada por la

glutamato sintetasa. El producto final obtenido es el L-glutamato.

GOGAT

glutamina + a-cetoglutarato + HADP + H+< > 2 L-glutamato + NADP

Otras funciones de las GluDHs
Como ya hemos visto la localización intracelular de las GluDHsvaria entre el citoplasma,

la mitocondria y el núcleo. A pesar de que la forma nuclear ha sido purificada y demostradas

sus diferentes propiedades cinéticas, inmunológicas y fisicas con respecto a la enzima
mitocondria] (DiPrisco and Casola, 1975), durante mucho tiempo, se dudó si en realidad

no era una isoenzima o GluDHmitocondria] contaminante. Por otro lado, la presencia de

la enzima en el núcleo era inquietante desde el punto de vista metabólico. McDaniel (1995),

ha demostrado que la función principal de la proteina en el núcleo tiene relación con la

regulación de la transcripción. Los estudios con GluDH de higado bovino le asignan

propiedades de una proteina de unión al ARN.Se propone que la GluDHpodria regular la

transcripción de ciertas proteinas uniéndose al ARN.Dicha unión estaria influenciada por
el estado metabólico celular en cuanto a las concentraciones de las moléculas efectoras

de la enzima como el ADP, GTP, etc.



En el mismo sistema, Preiss et al. (1995) llegaron a una conclusión similar. Al estudiar la

regulación post-transcripcional de la isoforma de higado de la citocromo c-oxidasa.

encontraron una proteína llamada COLBPimplicada en Ia regulación de la expresión del
ARHm, por medio de su unión al extremo 3' LlTR,provocando un incremento en la

estabilidad del ARNm. Los datos de purificación y secuencia de esta proteina y
experimentos de fraccionamiento subcelular e inmunocompetencia, permitieron
identificarla como una GluDHde la matriz mitocondrial.

Recientemente, se ha asignado una nueva función a las GluDHs. En L. tarentolae se

identificó una proteína de unión a ARNg (guía) de 110 kDa como una GluDH-NAD

dependiente mitocondrial. Dicho reconocimiento fue realizado a través de experimentos

de cosedimentación de la actividad e identificación por sueros policlonales además de

estudios de comparación de secuencias. Dicha proteina reconoceria el extremo 3’poli(Ll)

de los ARHg y en la interacción estaria involucrado el sitio de unión al dinucleótido. Además

se vió que la enzima es capaz de unirse a UTP monomérico. Los autores proponen que

una de las funciones biológicas de la GluDHmitocondrial podria ser unir UTPy presentarlo
en el sitio de editado.

Algunas enzimas con dominios de unión a coenzimas y funciones en el metabolismo, han

sido propuestas como una nueva clase de proteínas de unión al ARN. Entre ellas la

gliceraldehído 3-fosfato dehidrogenasa, se une al ARN;y se la relaciona con la exportación

nuclear; la timidilato sintasa y la dihidrofolato reductasa humana, se unen a su propio

ARHmy pueden autorregular la traducción; la isocitrato dehidrogenasa-HAD dependiente

mitocondrial de levadura es capaz de unirse al extremo 5'UTRde los ARNm mitocondriales.

Se ha propuesto que las enzimas que se unen a ARNparticipan en circuitos regulatorios

generales estableciendo nexos entre funciones metabólicas y mecanismos regulatorios.
Porotro lado también se propone que estas proteínas son en realidad “fósilesmoleculares"

como estructuras de transición entre ARNy proteina, en las cuales las propiedades de

unión al ARN no tendrian ningún significado funcional (Bringaud et aL, 1997).



Características generales de los genes que codifican
para las GluDHs

Como una forma de entender la estructura, función, regulación y relación evolutiva de las

GluDHs,se han podido determinar las secuencias nucleotídicas completas de los genes

correspondientes a un gran número de enzimas de distintas fuentes y diferente especificidad
para coenzima.

En las bacterias entéricas, el gen gdhA codifica para la GluDH-NADPdependiente. En

cambio la glutamato sintasa esta codificada por el gen gltB.

El gen gdhA de Escherichia coll K-12 fue clonado en varios laboratorios (Sánchez­

Pescador et aL, 1982; Valle et aL, 1983; Mc Pherson and Wootton, 1983). La región

codificante del gen contiene 1341 nucleótidos que corresponden a una proteína de 447
aminoácidos. Cerca del codón de iniciación se encuentra un sitio de unión al ribosoma y

a mayor distancia río arriba, tres zonas que cumplen los criterios de los promotores
procariontes. Río abajo del gen existe una secuencia que predice un terminador de la

transcripción rho-independiente. Existen preferencias en el uso de los codones, lo que

estaría reflejando niveles de expresión, ya que la GluDH-HADPes una enzima bastante
abundante dentro de la bacteria.

El gen am de la GluDH-HADPde Neurospora crassa (Kinnaird and Fincham, 1983)

presenta una región codificante interrumpida por dos intrones muy parecidos entre si en

secuencia. Existen 4 aparentes sitios de iniciación de la transcripción y un sitio único de

poliadenilación. El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la enzima de E. coli y

N. crassa muestra una muy fuerte homologia, con una identidad del 59%.

En Saccharomyces cerevlslae, el gen GDH] codifica para la enzima GluDH-HADP,

(Hagasu and Hall, 1985; Moye et aL, 1985). La región codificante tiene 1362 nucleótidos

y no presenta intrones. El84%de los aminoácidos de la proteina se encuentran codificados

por codones de uso preferencial en muchos genes que codifican para enzimas de la
glucólisis en levadura. La proteina representa aproximadamente el 0,5% de la proteina
total soluble de levaduras.

Benachenhou y Baldacci (1991) clonaron y secuenciaron el gen gdhA de copia única, de
la GIuDH-NADPdependiente de la arquebactería halófila extrema Halobacterlum
salínarium. La comparación de secuencias mostró que la GluDHde este organismo,



tiene mayor homología con la misma proteína de eucariontes superiores (bovina y de

pollo) que con la de eubacterias o eucariontes unicelulares. Estos organismos también

presentan una GluDH-NADdependiente aún no caracterizada.

EI gen de la GluDH-HADPde Giardia lamblia (Yee and Dennis, 1992) presenta 1350

nucleótidos que codifican para una proteina de 449 aminoácidos sin intrones.
Probablemente, el transcripto primario no esta sujeto a editado. La comparación de la

secuencia de aminoácidos deducida con las enzimas de otras fuentes mostró una gran

homología con las enzimas dependientes de NADP de eubacterias (57.7%) y hongos

(55.3%).

En Clostridium symbiosum (Telleret aL, 1992) el gen estructural de la GluDH-NAD

dependiente tiene 1353 nucleótidos y codifica para un proteína de 450 aminoácidos. Esta

enzima tiene la particularidad de presentar un motivo de unión a la coenzima, en este

caso NAD, característico de las GluDH-NADPdependientes. Se conocen las secuencias

regulatorias para la iniciaciónde la transcripción, sin embargo no se encontraron secuencias

para la terminación de la misma.

A partir de hígado de Homo sapiens fueron aislados y caracterizados varios ADNc que

codifican para una GluDHmitocondria], inespecifica para coenzima, de 558 aminoácidos

que incluye un péptido de tránsito a la mitocondria de 53 aminoácidos. La secuencia del

ADHc consiste en un región 5’LITRde 70 pb, un marco abierto de lectura de 1677 pb, una

región 3’UTR de 1262 pb y 15 bases de poli(A) (Amuro et aL, 1988). Experimentos de

Southern blot indican la presencia de más de un gen para GluDH, posiblemente una

pequeña familia multigénica. La GluDH humana presenta una identidad del 95% con la

enzima de hígado bovino (Mavrothalassitis et aL, 1988). Posteriormente se identificó el

gen funcional GLUDl de 45 kpb organizado en 13 exones (Michaelidis et aL, 1993).

Elestudio del ADNcde la GluDHinespecifica de Mus musculus mostró gran conservación

al compararlo con el de humano y rata (Tzimagiorgisand Moschonas, 1991). Experimentos
de Northern blot indicaron expresión tejido especifica.

En Rattus norvegicus el gen para la GluDHinespecifica ocupa 34 kpb repartidas en 13
exones. El gen es único, autosómico y presenta polimorfismo para varias enzimas de
restricción. La región 5' flanqueante contiene una secuencia TTAAAAen la posición -29

en lugar del TATAbox (Das et aL, 1993).

En Drosophila melanogaster existe un solo gen para la GluDHinespecifica, localizado
en el brazo derecho del cromosoma 3. El transcripto incluye un intrón largo que madura

a un ARN poliadenilado de 2,4 kpb de longitud cuya expresión se encuentra bajo control

en el desarrollo (Papadopoulou and Louis, 1990).



En base a todas las secuencias de GIuDHsconocidas de la bibliobrafía,con sus respectivas

especificidades para coenzima, se construyó un árbol filogenético que permitió relacionarlas

como se observa en la figura 8. Claramente pueden identificarse los tres grupos de enzimas;

inespecíficas para coenzima, NADy NADPdependientes.
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Figura 8: Comparaclón entre GluDHs-NAD,NADPe lnespeciflcas para coenzlma.
Se realizóuna comparación en base a las secuencias proteicas de las enzimas encontradas en el banco de
datos obteniéndose un diagrama donde pueden identificarse en forma bastante clara (salvo algunas
excepciones) los tres grupos de enzimas; inespecíficas para coenzima, NAD y NADP dependientes. Se
compararon las siguientes enzimas: I DH -HADP n i n :E. coli (Valleetal., 1983);S. thyphimurium
(Bansal et al., 1989); H. influenzae (Fleischmann et al., 1995); G. intestinalis (Yeeand Dennis, 1992); C.
sorokiniana (Cock et al., 1991); Corynebacterium glutamicum (Bórmann et al., 1992);Debaryomyces
occidentalis (De Zoysa et al., 1991);S. cerevisiae (Nagasu and Hall,1985); Emericella nidulans (Hawkins
et al., 1989); N. crassa (Kinnardand Fincham, 1983);Agaricus bisporus (Schaap et al., 1996); Laccaria
bicolor (Swiss-Prot Accession Number P54388); H. salinarum (Benachenhou and Baldacci, 1991);
Synechocystis sp (Chávezet al., 1995) y S. shibatae (Benachenhou-Lahfa et al., 1994), además de incluir
las secuencias obtenidas en este trabajo de Tesis Doctoral. TcGluDHl y TcGluDHz.
QIQDHs-NADdependientes: Pyrococcus furiosus (Eggen et al., 1993); P. asaccharolyticus (Snedecor et
al., 1991); Clostridium difficile (Lyerlyet al., 1991); Solanum lycopersicum (Pumell et al., no publicado);
Nicotiana plumbaginifolia (Restivoet al., no publicado); Zea mays (Sakakibara et al., 1995); Vitisvinifera
(Syntichakiet al., 1996);Porphyromonas gingivalis (Joe et al., 1993); Clostridium symbiosum (leley et
al., 1991); Neurospora crassa (Austen et al., 1977); Saccharomyces cerevisiae (Boles et al., 1993).



GIuDHs-inespecíficas:Pyrococcus furiosus (Robb et aL, 1992); Pyrococcus endeavori (DiRuggieroet aL,
1993); Thermatoga maritima (Kort et aL, 1997); Viiis vinifera (Syntichaki et aL, 1996); Sulfolobus
solfataricus (Maras et aL, 1992); Rattus novergicus (Das et aL, 1989); Mus musculus (Tzimagiorgisand
Moschonas, 199]); Homo sapiens (Banner et aL, 1987); Gallus gallus (Moon et aL, 1973); Bos taurus
(Moon and Smith, 1973); Drosophila melanogaster (Papadopoulou et aL, no publicado).
Para dicha comparación se utilizóel programa de alineamiento Múltiplede Secuencia, Megalign, de Lasergene
(DNA STAR, Inc, Madison, WI, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).

Las GluDHsen los protozoos parásitos

A pesar del amplio conocimiento sobre estas enzimas en organismos eucariontes y
procariontes. se conoce relativamente poco acerca de ellas en protozoos.

En Tetrahymena pyrlformis se encontró una sola enzima inespecifica de coenzima
(Hooper et aL, 1974). En Plasmodium chabaudi (Walteret aL, 1974) y Trypanosoma
cruz! (Cazzulo et aL, 1977; Juan et aL, 1978) se detectó una GluDH-HADPcon propiedades

distintas de la enzima correspondiente de mamífero. T.cruzi presenta además, aunque

en menor cantidad, una GluDH-NADdependiente (Cazzulo et al., 1979). En Críthidla

fasciculata, fueron encontradas dos enzimas NADy HADPdependientes, de las cuales

la forma NADPpresenta mucha menor actividad. La GluDH-HADfue altamente purificada

y estudiada en mayor detalle (Higa et aL, 1979), presentando una fuerte inhibición por

ATPy GTP,menos por ADP y GDP y poco afectada por AMP.Esto sugiere que la enzima

de los trypanosomátidos tiene un rolcatabólico siendo inhibida por la carga energética de
la célula.

La caracterización del gen que codifica para la GluDH-NADPde Giardla lamblia fue de

gran importancia ya que es un parásito muy primitivoy posiblemente el primer grupo de

individuosde la línea eucarionte, ya que a pesar de ser eucarionte no presenta mitocondrias

ni peroxisomas y su metabolismo es anaerobio (Yeeand Dennis, 1992). G. lamblia tiene

solo una GluDH-NADPdependiente codificada por un gen de copia única. A diferencia de

otros organismos, Giardia utiliza esta enzima casi exclusivamente para mantener el

equilibrio redox en el reservorio intracelular de HAD(P).

En Lelshmanía tarentolae se encontró una GluDH-NADdependiente cuya secuencia
de aminoácidos es similar a la forma tetramérica de N. crassa. El peso molecular por
subunidad de esta enzima es de 110 kDa y su localización mitocondrial (Bringaud et aL,

1997). Esta proteína podría estar relacionada con el editado del ARN.



Las glutamato dehidrogenasas (GluDHs)de Trypanosoma cruz!
Los cultivos de epimastigotes de Trypanosoma cruz! presentan dos glutamato
dehidrogenasas (GluDHs) diferentes, una NADy otra NADPdependiente (Cazzulo et aL,

1979; Walter and Ebert, 1979). En este sentido ambas enzimas se parecen a las
correspondientes en bacterias, hongos y plantas y difierenclaramente de las de mamíferos,

ya que estos presentan una única GluDH inespecifica para coenzima. Esta diferencia,

entre otras, entre el parásito y su hospedador, es sumamente importante ya que si la

GluDHcumple un papel indispensable en el metabolismo del parásito, podría convertirse

en un blanco para el ataque quimioterápico contra la enfermedad de Chagas sin provocar

alteraciones en la salud del hospedador mamífero.

Ambas GluDHs fueron purificadas (Juan et aL, 1978; Walter and Ebert, 1979) y sus

propiedades estudiadas en detalle (Cazzulo, 1984).

La glutamato dehidrogenasa-NAD dependiente (GluDH-HAD)
La enzima GluDH-HADdependiente fue detectada en epimastigotes (Cazzulo et aL, 1979)

y purificada a homogeneidad (Walterand Ebert, 1979). La cantidad de enzima detectada

depende del procedimiento empleado en la ruptura de los parásitos y de la cepa empleada.

La enzima es muy lábil y gran parte de Ia actividad se pierde durante los pasos de

purificación a menos que haya glicerol en los amortiguadores durante el protocolo.

Por filtraciónen gel en una columna Sephadex G-200se pudo determinar el peso molecular

de la forma nativa que resultó ser de 360 kDa, mientras que el peso molecular de cada

subunidad determinada por SBS-PAGEfue de 58 kDa, correspondiendo a una enzima

hexamérica como la GluDH-HADP(Walter and Ebert, 1979).

Los valores de Km aparente para HADH,a-oxoglutarato y NH4fueron 0.16, 3.8 y 18mM

respetivamente y los valores para NADy L-glutamato fueron 1.4 y 1lmM (Cazzulo et aL,

1979)
El pH óptimo de Ia reacción en el sentido de la aminación reductiva fue 7,6 y en el sentido
de la desaminación oxidativa 8,6 (Cazzulo et aL, 1979).

La actividad de esta enzima, a diferencia de la GluDH-HADPfué inhibida por nucleótidos

de purina como AMP,ADP,ATP,GDP y GTP (Cazzulo et aL, 1979; Walter and Ebert, 1979;

Urbina and Azavache, 1984) y por Acetil-CoA(Urbina and Azavache, 1984). Los resultados

de inhibición son consistentes con un rol catabólico para la enzima de T. cruzi, siendo

inhibida por la carga energética de la célula.



Los estudios acerca de los efectos de los inhibidores de grupos sulfhidrilos, mostraron

que la enzima fue inhibida por fluoresceín mercuriacetato (FMA),HEM,pCMB, le, DTNB

e iodoacetamida. La inhibición fue casi total y esta enzima se presenta como una de las

más sensibles a estos inhibidores estudiadas hasta el momento (Cazzulo et aL, 1980).

La GluDH-NADes más sensible a la acción de la suramina que la enzima de mamíferos.

No se encontraron grandes variaciones de la actividad especifica de esta enzima durante
el crecimiento o durante la incubación con L-glutamato. Su actividad solo se ve
incrementada al final de la fase exponencial del crecimiento, cuando los aminoácidos

están siendo consumidos y se produce amoniaco (Cazzulo et aL, 1985).

Se determinó una doble localización subcelular de esta enzima en la mitocondria y el

citoplasma (Duschak and Cazzulo, 1991).

La glutamato dehidrogenasa-NADP dependiente (GluDH-HADP)
La presencia de la enzima glutamato dehidrogenasa-NADP dependiente fue informada

por Cazzulo et al. (1977) en cultivos de la cepa Tulahuén de T.cruzi.

La enzima es un hexámero de subunidades idénticas y el peso molecular de la forma

nativa, estimado por filtración en gel (Sephadex G 200) es de 315 kDa. Por SDS-PAGE

cada subunidad presenta un peso molecular de 52 kDa (Juan, 1979).

La GluDH-NADPfue purificada a homogeneidad proteica utilizando un protocolo que

consistió en una precipitación del extracto crudo con sulfato de amonio, luego una columna

de Sephadex G-200, seguida por una DEAE-celulosa y finalmente una columna de
hidroxilapatita. Utilizando este protocolo se logró purificar a la enzima 54 veces con un
rendimiento del 8,6%.

La enzima purificada fue especifica para NADP, mostrando con NADH una actividad
máxima solo del 2% de la actividad con NADPH.

El valor de pH óptimo para la reacción en el sentido de la aminación reductiva fue de 7,1

y en el sentido de la desaminación oxidativa de 8,1. La actividad de la enzima no se ve

afectada por AMP,ADP o ATPen concentraciones hasta 1 mM, a diferencia de la enzima

inespecifica de mamíferos.

La enzima de T.cruzi es estable a 4°C en presencia de amortiguador Tris-ClHo fosfato, en

cambio se conoce que la enzima inespecifica de mamíferos se inactiva en presencia de

amortiguador Tris-ClH.La curva de efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática,
indicó una “temperatura óptima” de 42°C (Juan, 1979).



Al estudiar el efecto de las sales sobre la actividad de la enzima en ambas direcciones de

la reacción, se vió que tanto el KClcomo el HaCl, en presencia de HH4CIa pH 7 provocan
una activación del 50% en la actividad a una concentración de 50mM, en cambio

concentraciones mayores resultan inhibitorias. El efecto activante solo se aprecia a
moderadas concentraciones de NH4CI,sugiriendo que este compuesto podria estar
actuando como sustrato y como activador (Juan et aL, 1978).

En la tabla 4 se detallan los valores de Km aparentes para los sustratos en ambas

direcciones de la reacción en forma comparada con Ia GluDH-NADdependiente. Los

productos de la reacción actúan como inhibidores en ambas direcciones.

Los estudios acerca de los efectos de los inhibidores de grupos sulfhidrilos, indicaron que

la enzima es inhibida por NEM, pCMB, IBz, DTHB, iodoacetato e iodoacetamida. La

inhibiciónen ningún caso es total y además, los inhibidores son muy poco efectivos cuando

la enzima es preincubada con los sustratos y coenzímas a O°C(Juan et aL, 1979a). Los

experimentos de inhibiciónsecuencial mostraron que las inhibiciones son independientes

entre si, sugiriendo que los grupos tioles involucrados son diferentes.
La ausencia de una inhibición total usando cantidades excesivas de inhibidores indicaria

que los grupos sulfhidrilos involucrados no son esenciales para la catálisis aunque la

presencia del inhibidor induce cambios conformacionales o interferencia estérica
provocando una disminución en la actividad enzimática (Juan et aL, 1979a). La enzima

de T.cruzi es más sensible a los inhibidores que la misma enzima en mamíferos. El nitrato

de plata es un fuerte inhibidor de la enzima (Juan et aL, 1979b).

Orellano et al. (1985) indicaron la presencia de aminoácidos ácidos (L-aspartato ó L­

glutamato) y arginina en el sitio activo, por estudios de inactivación realizados con agentes

especificos para grupos carboxilo (Reactivo de Woodward) y para arginina (fenilglioxal).

La inhibición competitiva por Cibacron Blue indicó que la GluDH-NADPde T.cruzi presenta

en su sitio activo el dominio de unión a nucleótido característico de otras dehidrogenasas.

La droga tripanocida suramina inhibe a la GluDH-HADPbastante menos que a la GluDH­

NADdependiente y a la inespecifica de coenzima de los mamíferos.
La GluDH-HADPde T.cruzi incrementa su actividad cuando hay glutamato presente en el

medio de cultivo, lo cual sugeriria un rol catabólico para la enzima, aunque también se ha

propuesto un rol indirectamente biosintético, a través de la provisión del HADPHpara los

procesos biosintéticos en aquellas condiciones en que las enzimas como la glucosa-6­
fosfato dehidrogenasa y la 6-fosfogluconato dehidrogenasa se encuentran poco activas



por falta de sustrato. Así, la enzima tendria un papel catabólico en cuanto a los aminoácidos

en si mismos, en la asimilación del nitrógeno del medio y, un papel anabólico en cuanto
al metabolismo del parásito como un todo.

La localización intracelular de la GluDH-NADPde T.cruzi, fue determinada por Duschak

y Cazzulo (1991) tanto en la mitocondria como en el citoplasma e incluso se propuso una

tercera localización aún no determinada. La localización citoplasmática coincide con la

determinada por Souto-Padrón et al. (1990) a través de ensayos de inmuno microscopía
electrónica.

Esta enzima es muy similar a la correspondiente de E. coli en cuanto a composición de

aminoácidos y secuencia del extremo N-terminal. De dicho extremo, 33 aminoácidos

presentaron una identidad del 65% con Ia enzima de E. coli (Cazzulo et aL, 1988b).

GluDH-NAD GluDH-HADP

HADH 0.16 mM ­

NADPH - 4 [LM
a-oxoglutarato 3.8 mM 1.8 mM
CIHH4 18 mM 8.7 mM
NAD 1.4 mM —

HADP - 22 uM
L-glutamato 11 mM 1.5 mM

Tabla 4: Km para cada sustrato de las enzimas GluDH-NADy NADPdependientes de T. anzL
(Cazzulo et aL, 1977; 1979).



Objetivos



Objetivos

Para completar la información estructural con la que se cuenta acerca de la glutamato
dehidrogenasa NADPdependiente (GIuDH-NADP)de T.cruzi, hemos realizado una serie

de experimentos con los siguientes objetivos:

Purificación de cantidades sustanciales de enzima (del orden de 20-30 mg)
aumentando la escala y purificación de la preparación enzimática en menor número de
pasos.

-Tratamiento de la GluDH-NADPpurificada por degradación controlada con

métodos químicos y/o enzimátícos para el aislamiento, purificación y posterior
secuenciación de los péptidos obtenidos.

Lln gran número de GluDHs con diferente especificidad para coenzima han sido
secuenciadas de los más variados organismos. Los resultados de la comparación de dichas

secuencias, mostraron una gran conservación entre las GluDH-NADPdependientes. A

pesar de lo expuesto, la única secuencia disponible correspondiente a una enzima de

protozoos es la GIuDH-HADPdel eucarionte primitivo Giardia intestinalis que presenta

alta homología con la enzima de E. coli. Los Trypanosomátidos también son organismos

muy primitivos, y a pesar de ello algunas de sus enzimas ya secuenciadas muestran

mayor similitud a aquellas correspondientes a plantas o mamíferos.

En este sentido, es interesante agregar la GluDH-HADPde T.cruzi a la comparación antes

mencionada, debido a que sorprendentemente, datos previos indican una importante

homología en la secuencia peptídica de la zona N-terminal de proteína de T. cruzí en

comparación con la de E. coli. Poresta razón se programaron los siguientes experimentos:

-Clonado del gen que codifica para la enzima, a través de un rastreo inmunológico

y de Ia utilización de oligonucleótidos iniciadores sintetizados según las secuencias
peptídicas obtenidas. Secuenciación del gen y comparación de su secuencia con la de
otros organismos.



-Estudios sobre la organización genómica del gen. Estos resultados junto con los

obtenidos del clonado y secuenciación, nos permitirán determinar la posible presencia de

genes diferentes, codificando isoformas de la enzima con destinos subcelulares distintos.

-Estud¡o de Ia expresión de la proteína y el ARNm en los diferentes estadios del

ciclo de vida del parásito, los cuales viven en ambientes nutricionales muy diferentes.

-Expresión de la GluDH-HADPrecombinante en la bacteria E. coli. Purificación y

comparación de las propiedades cinéticas de Ia enzima natural y la forma recombinante.

-ldentíficación de posibles isoformas de la GIuDH-NADP.



Materiales y
Métodos



Medios de cultivo para parásitos.
Los medios de cultivo utilizados para la obtención de los parásitos son los siguientes:

BHT,para T. cruzi y Leishmania mexicana (por litro: infusión cerebro corazón 33 gr;

triptosa 3 gr; HazHPO4 32 gr; KCl0,4 gr; glucosa 0,3 gr; hemina 20 mg; pH 7,2-7,4). El pH

final del medio es 7,5 y no necesita ser ajustado. Se esteriliza durante 10 minutos a 121°C

y se adiciona suero fetal bovino 10%v/v, previamente inactivado a 56°C durante 45 minutos,

penicilina 100 Ll/ml y estreptomicina 100 ¡Lg/ml (Cazzulo et aL, 1985).

Medio para crecer Crithidia fasciculata (por litro): infusión de hígado 5 gr; proteosa­

peptona 7,5 gr; infusión cerebro-corazón 7,5 gr; NaCl 5 gr; KC]2 gr; ácido ascórbico 0,2

gr; HaH2P04 0,5 gr; MgSO4.7H20 0,5 gr; sacarosa 2,5 gr; MOPS 0,5 gr y hemina 0,02 gr

(pH 6,7-7,2) (Bacchi et aL, 1974). Se esteriliza durante 20 minutos a 1 atmósfera.

Las células Vero infectadas en monocapa para la obtención de los trypomastigotes y

amastigotes son cultivadas en medio MEM(MEM:GIBCO BRL, cat 11935).

Mediosde cultivo para el crecimiento de bacterias y bacterlófagos.

Medio rico (líquido):

LB (Luria-Bertoni): Bacto triptona 10 gr, Extracto de levadura 5 gr y ClNa 10 gr en 1 litro

de agua destilada. El pH es ajustado a 7,5 con NaOH IN.

Medio rico (sólido):
Placas de LBagar: Al medio descripto anteriormente se le agrega 15 gr de agar por cada
litro de medio de cultivo.

Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave 15 minutos a 1,5 atmósferas.

Aditivos.

Antibióticos:

ampicilina, 100 [Lg/ml

penicilina, 100 U/ml

estreptomicina 100 ¡Lg/ml



Para la selección de bacterias se utiliza ampícilina tríhídrato. Se prepara una solución

madre de ampícilina de 100 mg/ml en agua destilada, y se esteriliza por filtración a través
de una membrana Milliporede 0.44 mm de poro y se conserva a -20°C. Esta solución se

agrega a los medios de cultivo en una concentración final de 50-100 pg/ml.

Galactósidos:

X-Gal,40 ug/ml
lPTG, 0,1mM

Top agar.

LBtop agar/litro: triptona 10 gr, extracto de levadura 5 gr, HaCl 5 gr, agar 7 gr.

LB top agarosa/litro: triptona 10 gr, NaCl 8 gr, agarosa 6 gr.

Reactivos y compuestos radiactivos.
Las resinas DEAE-celulosay Blue-Sepharose son de Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden.

Los marcadores de peso molecular y los reactivos: HADH, NADPH, NAD, NADP, DTI",

seroalbúmina bovina, son de Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA.

Los reactivos necesarios para la secuenciación de péptidos se obtienen de Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA.

L-glutamato es un reactivo de Boehringer Mannheim.

El aKCi proviene de The British Drug Houses (Poole, England).

Todos los compuestos radiactivos son adquiridos en NewEngland Nuclear (HEH) Research

Products Boston, MA. El [0L32P]dCTP se encuentra en solución acuosa, en una

concentración de 10 mCi/ml con una actividad especifica de 3000 Ci/mmol. Se utiliza

para la preparación de sondas por “Random priming".
El [(1358]dATP es usado en las reacciones de secuenciación de ADN con una actividad

específica de 1250 Ci/mmol.



Trypanosomátldos no patógenos.
Los precultivos del parásito C. fasciculata (ATCC 11745, cedido por el Dr. S. H. Hutner,

Haskins Laboratories of Pace University,NewYork,Estados Unidos) se desarrollan a 28°C

durante 48 horas y son utilizados para inocular frascos Roux conteniendo medio de cultivo

para Crithidias, pero sin el agregado de suero y crecidos a la misma temperatura. Se

cosechan en fase estacionaria por centrifugación a 7500 rpm y se lavan las células tres

veces con una solución de sacarosa 0,25My KCl5mMconteniendo inhibidores de proteasas

(PMSF 2mM y TLCK lmM), para luego congelarse a -20°C.

Trypanosomátldos patógenos.
Trypanosoma cruzi cepa Tulahuén (población Tul2), fue cedida por la Dra. Elsa L.Segura,

lnstituto Fatala Chabén, Buenos Aires, Argentina, proveniente de un aislamiento original a

partir de un triatomineo de Chile.

La forma epimastigote se cultiva sin agitación a 28°C en el medio BHT. Se cosechan,

lavan y congelan en las mismas condiciones que Crithídía fasciculata.

La cepa RA fue cedida por la Dra. Stella Maris González Cappa, Facultad de Medicina,

Universidad de Buenos Aires, Argentina, aislada en la provincia de La Pampa, Argentina,

en 1978, de un paciente con infección aguda.

Los clones Tul10, Sylvio X10/7, H03/5, Canlll, NIH,YlE9, YlElO, CA-l/72 y CA-I/72hdna

fueron cedidos por el Dr. .J.A. Dvorak, HlAlD, NlH, Bethesda, MD., LISA.

Los trypomastigotes metacíclicos son generados por diferenciación espontánea a partir

de epimastigotes de la cepa RAy del clon SylvioX-10/7, crecidos en cultivos axénicos en

medio BHT.Para obtenerlos puros es necesario separarlos de las formas de las cuales

provienen. Con este fin, los cultivos se centrifugan a 7000 g durante 10 minutos, se

resuspenden en un amortiguador fosfato de pH 8 y finalmente son pasados a través de

una columna de “Anionexchange cellulose Cellex-D"equilibrada en el mismo amortiguador.

Los trypomastigotes metacíclicos son los primeros en eluír luego de aplicar un amortiguador

TAU (por litro: NaCl 11,1 gr; KCl 0,93 gr; CaClz 0,22 gr; MgCl2 0,19 gr; NaHzPO4 27,8 gr;



NazHPO4.7H20 53,65 gr; rojo de fenol 5 mg; pH 6,6). La pureza de los parásitos obtenidos

se determina por observación al microscopio óptico con 400 aumentos (De Sousa, 1983;

Franke de Cazzulo, comunicación personal).

Las formas trypomastigote y amastigote de la cepa RAse obtienen a partir de monocapas

de células Vero infectadas en medio MEM(MEM:GlBCO BRL,cat 11935) suplementado
con suero fetal bovino 10%sin inactivar.

Para obtener trypomastigotes puros se centrífuga el material cuidando de evitar la salida

de los amastigotes por ruptura de las células Vero (Carvalho and De Sousa, 1983). Luego

de ser cosechados, se pueden lograr trypomastigotes esencialmente libres de restos

celulares dejándolos salir del precipitado para llegar hasta la superficie del medio de

resuspensión incubándolos a 37°C durante una hora.

Para la obtención de amastigotes se sobreinfectan monocapas de células Veropara evitar

la diferenciación a trypomastigotes y se cosechan una vez que las células se rompen. Los

amastigotes pueden encontrarse contaminados con restos celulares que no interfieren en

los ensayos enzimáticos.

La forma epimastigote de Trypanosoma rangeli se obtiene de la misma forma que los
epimastigotes de la cepa Tul2 de Trypanosoma cruzi.

El parásito L. mexicana fue cedido por el Dr. R. Zeledón, Universidad Nacional, Campus
Omar Dendo, Heredia, Costa Rica.

Los promastigotes se cultivan, cosechan, lavan y congelan en iguales condiciones que C.

fasciculata y T.cruzi .

Recuento de los parásitos.
Se realiza en cámaras de Heubauer en solución fisiológica conteniendo formaldehído al

1%,que provoca la muerte de los parásitos.



Cepas bacterianas.
Las cepas utilizadas corresponden a la familia de E. coli K-12 y sus genotipos son los
siguientes:

HB-lOl: F' A(gpt—proA)62leuB6 supE44 ara-14 galK2 lach A(mch-mrr) rpsL20(Strr)

xyl-5 mtI-l recA13 (Sambrook et aL, 1989; Boyer and Roulland-Dussoix, 1969).

Y1090: F'A(Iac)L1169 Ion-100 araD139 rpsL(Strr) supF mcrA trpC22::Tn10 (pMC9;

TetrAmpr) (Huynh et aL, 1985; Maurizi et aL, 1985).

Nova Blue: endAl hst17 (rKlz' mK12+)supE44thi-1 recA] gyrA96 relAl lac [F' proA‘LB+
lacqu AM15::Tn10 (tetR)1.

BL21: F' ompT hstB (rB‘mB')gal dcm.
BL21(DE3): F' ompT [lon] hstB (rB'mB';an E.coli B strain) gal (DE3) dcm. Con DE3,

un profago de l llevando el gen de la ARN polimerasa de T7.

BL21(DE3)PLys: F' ompT hstB (rB'mB')gal (DE3) dcm pLysS, (camR).

BL26: F' ompT hstB (rB'mB')gal dcm lac. Derivado lac Z de las células BL21 (Catálogo

de Novagen, lnc. Madison, WI, USA).

Purificación de la glutamato dehidrogenasa NADPdependiente
(GluDH-HADP)de Trypanosoma cruzl.
La enzima se purifica a partir de epimastigotes de la cepa Tul2 de T.cruzi empleando una

modificación del método previamente descripto (Cazzulo et aL, 1988b).

Obtención del extracto crudo.
Para la preparación del homogenato, los epimastigotes de la cepa Tul2 son previamente

sometidos a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento y resuspendidos en sacarosa
0,25M, KCl5mM (Cazzulo et aL, 1989a). La preparación se centrífuga a 7000 rpm durante

10 minutos, obteniéndose un sobrenadante turbio y un precipitado. Se separa el
sobrenadante y se lava el precipitado con la misma solución y se vuelve a centrifugar

durante 10 minutos a 14000 rpm recuperándose un nuevo sobrenadante. El extracto

crudo se obtiene por centrifugaciónde ambos sobrenadantes a 43000 g durante 30 minutos.

Fraccionamiento sallno.
El extracto crudo se lleva a 50% de saturación con una solución saturada de SO4(NH4)2

en baño de hielo a 0°C. La suspensión se centrífuga a 30000 g durante 30 minutos. El

precipitado obtenido, redisuelto, no presenta actividad de GluDH-NADP.



El sobrenadante se lleva luego a 75% de saturación con la misma solución de sulfato de

amonio y se centrífuga a 12000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido

tampoco presenta actividad. El precipitado, que contiene la actividad de GluDH, se

redisuelve en K2HPO4 lOmM, EDTA lmM pH 7; habitualmente contiene un 90% de la
actividad del extracto crudo. Dicho material se dializa exhaustivamente contra el

amortiguador mencionado.

Cromatografía en columna de DEAE-celulosa.
El material activo del paso anterior es filtrado a través de una columna de intercambio

aniónico en DEAE-celulosa de 15 cm x 1,5 cm equilibrada con un amortiguador K2HPO4

lOmM, EDTA lmM pH 7. La columna es armada y corrida en cámara fría a 4°C con una

velocidad de flujo de 17,5 ml/hora, recogiendo fracciones de 3,5 ml cada una.

Habitualmente la GluDH-HADPno es retenida por la resina, a diferencia de muchas

impurezas. En los casos raros en que fue retenida, se la eluyó con ClK5-10mM agregado

al amortiguador de corrida. Finalmente se reúnen las fracciones con mayor actividad
enzimática.

Cromatografía de afinidad en Blue Sepharose CL-GB(Clbacron blue F3G-A).
La propiedad de estas columnas es que tienen la capacidad de unir proteínas, incluyendo

kinasas y dehidrogenasas, tanto que usen NADo NADPcomo cofactor.

Las fracciones con mayor actividad provenientes del paso anterior son dializadas durante

la noche contra el amortiguador Tris-ClH 50mM pH 7,6, conteniendo ClNa 50mM e

incubadas antes de sembrarlas en la columna con B-mercaptoetanol lmM durante 30

minutos a temperatura ambiente para mantener la actividad.

El material se aplica en una columna de Blue Sepharose (Pharmacia Biotech, (.lppsala,

Sweden) de 15 cm x 1,5 cm equilibrada con el amortiguador antes mencionado,

recogiéndose fracciones de 1 ml. Se miden actividad y proteínas en todas las fracciones

desde el momento de la siembra. Luego de lavarla exhaustivamente, se realiza la elución

con el mismo amortiguador conteniendo NADP 2mM. Se deja durante 30 minutos la

columna cerrada con el eluyente para favorecer la interacción y el despegado de la enzima.
(Jna vez finalizados cada uno de los pasos de purificación, las fracciones activas son

controladas por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.



Determinación de la actividad enzimática de la
GluDH-HADP.

Las medidas de actividad se realizan en un espectrofotómetro Beckman Model 26 (LISA)

con registrador automático, a temperatura ambiente, en un volumen final de 1 ml.

La actividad de GluDH-NADPy de GluDH-NADdependientes se determina por la oxidación

de HADPHy NADHrespectivamente, seguida por la disminución de la absorbancia a 340
nm.

La mezcla de reacción, en el sentido de la aminación reductiva, contiene: Tris-acetato

50mM pH 6,7; ClNH4 90mM; NADPH 0,15mM; OLKG2,5mM y en el sentido de la

desaminación contiene: Tris-ClH50mM pH 7,6; L-glutamato lOmM; NADP 0,25mM.

Para determinar la actividad de la GluDH-HADdependiente, la mezcla de reacción contiene:

Tris-acetato 50mM pH 8; NADH 0,125mM; ClNH4 90mM; OLKG2,5mM.

Todas las reacciones se inician con el agregado de la enzima.

Podemos definir una unidad enzimática como la cantidad de enzima que cataliza la
conversión de 1 umol de coenzima por minuto a 25°C (Juan et aL, 1978).

Determinación de los valores de Km.

Con la enzima recombinante purificada, se determinan los valores de Km para poder

compararlos con los de Ia enzima natural.

Se hacen diluciones de la enzima recombinante para elegir la condición óptima de trabajo.
Usando concentraciones saturantes de todos los sustratos menos uno (sustrato en
concentraciones variables) y con 30 ul de una dilución 1:100 de la enzima recombinante,
se calcula la velocidad inicialde la reacción. Las condiciones de medida de las reacciones

son semejantes a las detalladas para la enzima nativa. Las constantes cinéticas aparentes

fueron determinadas usando un programa de computadora, ajustando los datos a una

hipérbola aplicando el algoritmo de Gauss-Newton (Fraser and Suzuki, 1973).

Determinación de la concentración de proteínas.
El dosaje de proteínas se realiza colorimétricamente por el método de Lowryet al. (1951)

o el método de Bradford (1976), durante el protocolo de purificación. Los perfiles de

elución proteicos de las columnas fueron seguidos por medición de la absorbancia a 260

nm y 280 nm en un espectrofotómetro Beckman Model 26 (LISA), excepto en la

cromatografía de afinidad luego de la adición de NADP.



Electroforesis en geles de pollacrllamlda con SDS.
Se utilizan geles al 10%según la técnica desarrollada por Laemmli (1970), en minigeles

de 8 cm x 7 crn x 0,5 mm. El amortiguador de corrida (5X) contiene Tris base 0,125M,

glicina 0,96M y SDS 5% pH 8,3 y el amortiguador de siembra (5X) está compuesto por

glicerol 50%, SDS 10%, DTl' 0,1M, Tris-ClH 0,4M pH 6,8 y azul de bromofenol.

La corrida electroforética en este sistema se lleva a cabo a 100 V en el amortiguador

previamente mencionado (1X),a temperatura ambiente y se da por terminada cuando el

indicador llega al borde inferior del gel.

En caso de ser necesario, el material se concentra con polietilenglicol (PEG 6000) previo
a la corrida electroforétíca.

Electroforesls en geles de pollacrllamlda sin SDS.
El protocolo a realizar es básicamente el mismo, en ausencia de SDS durante el armado

del gel y en los amortiguadores de siembra y corrida.

Tinción de proteínas en el gel.

Tlnclón con Coomassie Brilliant Blue.
Los minigeles son teñidos con Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2 %,

metanol 50%, ácido acético 7%), durante 30 minutos a temperatura ambiente ó por 45

minutos a 50°C, con agitación. Se destiñen por difusiónen una solución acuosa conteniendo

metanol 20% y ácido acético 10%, a temperatura ambiente. El limite de detección del

método es del orden de los microgramos.

Tlnclón con nitrato de plata.
Este método de tinción es más sensible que el tratamiento con Coomassie Blue ya que

permite detectar nanogramos de proteina.
Para ello, los minigeles se sumergen en una solución de metanol 50%, ácido acético 10%

durante 15 minutos con agitación y luego en una solución de metanol 7%, ácido acético

5%,por el mismo lapso de tiempo. Se lavan en agua destilada durante 5 minutos y se fijan

en glutaraldehido 10%por 20 minutos. Luego se lavan exhaustivamente con agua destilada
en lavados sucesivos durante aproximadamente 1 hora y se sumergen en una solución de
nitrato de plata (1,9 ml NaOH IN, 1,4 ml HH3, 17,7 ml agua destilada, 4 ml N03Ag 20%



y agua destilada hasta completar 100 ml, colocando los reactivos en ese orden) durante

10 minutos. Se vuelven a lavar y se revelan con una solución que contiene 100 ul de ácido
cítrico 50 mg/ml y 50 ul de formaldehído al 38% en un volumen final de 100 ml. Para

detener el revelado se lavan varias veces con agua destilada para eliminar los restos del

revelador y finalmente se fijan con el agregado de 10 ul de ácido acético puro. Todos los

pasos requieren agitación (Oakley et aL, 1980).

Western blot e inmunodetección.

Electrotransferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa.
Finalizada la electroforesis (SBS-PAGE),los minigeles se sumergen, para equilibrarlos, en

un amortiguador Tris base 25mM, glicina 192mM, metanol 20% durante 10 minutos. La

electrotransferencia de las proteinas del gel a membranas de nitrocelulosa se realizadurante

2 horas a 150 mA usando el mismo amortiguador. Alfinalizar dicho proceso se retiran los

filtros y se dejan secar al aire (Burnette, 1981).

Reveladode filtros conteniendo extractos y proteínas purlflcadas, con sueros y
fosfatasa alcalina.
Las membranas de nitrocelulosa conteniendo las proteinas electrotransferidas se lavan

por 5 minutos con TBS (Tris-ClH50mM pH 7,6, HaCl 150mM). Luego se sumergen en

una solución bloqueante que contiene TBS, leche en polvo descremada 3% y glicina 2%,

durante 30 minutos. Pasado ese tiempo se incuban por 90 minutos con el suero anti­

GluDHobtenido en conejo y diluido 1/1500 en TBS leche. Se hacen varios lavados de 15

minutos con TBS, y luego uno de 10 minutos con TBS conteniendo Nonidet P-40 0,05% y
finalmente varios lavados de 10 minutos con TBS.

Se incuba durante 1 hora con un suero comercial anti-lgG de conejo obtenido en cabra

(diluido 1:5000-7000 en TBS con leche descremada y glicina), conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina. Se hacen varios lavados con TBS, uno con TBS conteniendo Honidet P­

40 0,1% y varios lavados con TBS. Luego, los filtros son equilibrados en un amortiguador

para fosfatasa alcalina que contiene Tris ClH 0,1M pH 9,5; HaCl 0,1M y MgClz 0,05M.

Para el revelado, se sumergen en el mismo amortiguador que además lleva los sustratos
de la fosfatasa alcalina: 100 ul BClP (15 mg en 1 mI de dimetilformamida) y 100 ul de

NBT (30 rng en 1 ml de formamida 70%). La reacción se detiene sumergiendo los filtros

en agua destilada y luego se dejan secar sobre papel de filtro. (Mc Gadey, 1970).



Sueros.
El antisuero contra la GluDH-NADPdependiente se obtiene en conejo a través de la

inyección intramuscular de 50 ug de proteína purificada resuspendida en 1 ml de PBS

(amortiguador fosfato salino), emulsionada 1:1 v/v con adyuvante completo de Freund

(GlBCO).Se aplican luego 3 dosis en forma subcutánea, pero emulsionadas con adyuvante

incompleto de Freund (GIBCO),con intervalos de 30 días. Se verifica la especificidad del

antisuero policlonal monoespecífico preparado, a través del método de Outcherlony,
resultando una banda única al enfrentarlo con un extracto libre de células de T. cruzi

(Campetella et aL, 1990).

Secuenciación de la proteína.

Reducción y plridiletilaclón de la GluDH-NADP.
La GluDH-HADPdependiente purificada fué sometida a degradación controlada por

métodos químicos y/o enzimáticos para el aislamiento, purificación y secuenciación de

los péptidos obtenidos.

Se parte de aproximadamente 1,4 mg de la proteína purificada a homogeneidad y

completamente desecada. Se resuspende en un volumen de 180 ul de Guanidina-HCI6M;

Tris-CIH0,25M pH 8,5; EDTA lmM, se agregan 20 ul de DTI" 5mg/ml (preparado en el

momento) y se incuba 1 hora a 45°C. Luego se le agrega 4-vinilpiridina y se incuba

durante 1 hora a la misma temperatura (Renlund et aL, 1990). Finalmente la muestra se

desala por HPLCen una columna Vydac C4 de 250 x 4,6 mm, corrida con un gradiente de

acetonitrilo 0-80% (v/v), TFA 0,12%, a una velocidad de flujo de lml/min (Matsudaira,

1989)

Clivaje en residuos metlonina con BrCN.
Se parte de 200 ug de la proteína reducida y piridiletilada en 200 ul de ácido fórmico al

70% (v/v). Se le agrega el BrCN en un exceso molar de 50 veces (100 ug) también

disuelto en ácido fórmico 70% (v/v). Se incuba en oscuridad a temperatura ambiente
durante 24 horas. Finalmente se diluye la muestra con agua destilada y se seca por

centrifugación en un desecador con rotación Speed VacTM(Savant Instruments). Se repite

la misma operación varias veces.



Los fragmentos obtenidos se separan a través de un gel de poliacrilamida con SDS al 15%

o por un SBS-PAGE High Density-20% corrido en el Phast SystemTM Gel (Pharmacia

Biotech, Uppsala, Sweden), transfiriéndolos luego a membranas de PVDF (lmmobilon)

para secuenciación de los péptidos (Matsudaira, 1989).

Para la transferencia la membrana se activa sumergiéndola en metanol por varios segundos.

Se remueve el gel de la electroforesis SBS-PAGE15%y se sumerge en el amortiguador de

la electrotransferencia (CAPS 1X: lOmM pH 11 en metanol 10%) por 5 minutos. La

transferencia se realiza a 150 mA durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se

saca la membrana y se lava con agua deionizada.

Para identificar las bandas proteicas se satura la membrana con metanol 100% durante

unos pocos segundos y se realiza la tinción con Coomassie Blue R-250 0,1% preparado

en metanol 40%, ácido acético 1%.Las bandas proteicas aparecen aproximadamente al
minuto de Ia tinción. Se destiñe con metanol 50%. Finalmente se lava exhaustivamente

con agua deionizada y se deja secar para luego cortar la/las bandas de interés para
secuenciar (Matsudaira, 1989).

Digestión tríptlca.
Se dializan aproximadamente 100 ug de la proteína reducida y piridiletilada contra

bicarbonato de amonio 0,1M durante toda la noche a 4°C. La digestión con tripsina se

realiza en el mismo amortiguador en presencia de urea 2M,en una relación 1:25 (tripsina:

GluDH-HADP).Se incuba por 48 horas a 37°C. Se centrífuga a 10000 rpm por lO minutos

en una microcentrífuga Eppendorf y se acidifica el sobrenadante con TFA. Los péptidos

son separados por HPLCen una columna Vydac C18 de 250 x 4,6 mm, corrida con un

gradiente de acetonitrilo 0-70% (v/v), TFA 0,1%, a una velocidad de flujo de 0,8ml/min.

Digestión con las endopeptldasas Lys-Cy Arg-C.
Para los tratamientos enzimáticos se eligela proteinasa de Achromobacter sp (especificidad

por Lys-X-)y la arginílendopeptidasa Arg-C (especificidad por Arg-X-).

El protocolo para ambos tratamientos es similar: se resuspenden 100 ug de la proteína

reducida y piridiletilada en 150 ul de Urea 2M; NH4HCO3 0,1M y se incuba con Lys-C

durante 24 horas a 37°C ó con Arg-Cdurante 6 a 8 horas a 37°C, en una relación 1:100

(proteinasa: GluDH-NADP).

Los péptidos obtenidos en dichas hidrólisis fueron separados y purificados por HPLCen
fase reversa (columnas C4 a C13 eluídas con un gradiente de acetonitrilo y ácido
trifluoroacético 0,1%) (Matsudaira, 1989).



Secuenciación.

Los péptidos seleccionados de la digestión con BrCH y transferidos a membranas de

PVDF, como así también los obtenidos de las digestiones con Arg-C y Lys-C son

secuenciados en un secuenciador automático en fase gaseosa Applied Biosystems Model
477 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) corrido de acuerdo a las instrucciones

del fabricante. La secuenciación se llevó a cabo en el LAHAlS-Pro,Facultad de Farmacia

y Bioquímica, UBA/CONICET.

En cambio, los péptidos obtenidos de la digestión con tripsina fueron secuenciados por el

Dr. (.llfHellman, en el Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala Branch, Uppsala,

Suecia, utilizando un equipo similar.

Clonado del gen de la GluDH-NADPde Trypanosoma cruzi.

Preparación de bacterias E. coli Y1090 para la infección con fagos.
Se inoculan 50 ml de medio de cultivoLB-ampicilina(50 ¡tg/ml), suplementado con maltosa
0,2% con una colonia de bacterias E. coli Y1090. El cultivo se crece durante toda la noche

con agitación a 37°C.

Al día siguiente las células son centrifugadas a 3000-4000 rpm durante 5-10 minutos a ­

temperatura ambiente. Luego de descartar el sobrenadante, las bacterias se colocan en

hielo y se resuspenden en 20 ml de SO4Mg 10mM estéril y frío. Este material sirve como

stock de células durante dos semanas mantenidas a 4°C (Sambrook et aL, 1989).

Titulación de una biblioteca genómica.
Se preparan cajas de Petri de 85 mm de diámetro, conteniendo aproximadamente 30 ml

de medio LB-agar 1.5%y ampicilina 100 pg/ml. Por otro lado se prepara el top agarosa

(LBagarosa 0.7% suplementado con SO4Mg 10mM)que debe permanecer líquidoa baño
maria a 50°C hasta su uso.

Se toman en condiciones estériles 3 ml de top agarosa y se le agregan 150 ul de bacterias

Y1090. se mezcla y se vuelcan rápidamente sobre las placas conteniendo LB-agarsólido.

Cuando el top está firme, se invierten las placas y se dejan secar a 37°C durante 30
minutos.

Se preparan diluciones seriadas de la mezcla de los fagos de la biblioteca en medio SM

(HaCl 100mM; SO4Mg.7H20 8,1mM; Tris HCI50mM pH 7,5 y gelatina 0,01%). Se siembran

5 ul de cada dilución sobre el top agarosa, bien separadas y comenzando desde la dilución
más grande. Se incuban las placas invertidas toda la noche a 42°C.



Las placas de lisis comienzan a aparecer luego de 8 horas y pueden ser contadas ó

picadas luego de 12 a 16 horas de incubación (Sambrook et aL, 1989).

Cálculo del título: N x f

Sul (vol sembrado de cada dilución)

N= H° de placas de lisis

f= factor de dilución en el que se contaron las placas de lisis.

El valor obtenido se multiplica por 103 para referirlo en ufp/ml.

Rastreo inmunológico de una biblioteca genómica de Trypanosoma cruzi en
thl 1.
Para clonar el gen de la GluDH-NADPde Trypanosoma cruzi se parte de una biblioteca

genómica en thl 1conteniendo ADNgenómico de la cepa Miranda 76 de T.cruzi (lbáñez

et aL, 1987). El fago thl 1es un vector que permite construir bibliotecas genómicas o de

ADHc y luego dirigir la expresión de los fragmentos clonados. Dado que el genoma de T.

cruzi no presenta intrones se pueden expresar genes a partir del ADN genómico.

Al expresar la proteína o un dominio de la misma como un polipéptido estable, pueden

ser detectados por medio de un anticuerpo policlonal monoespecifico anti-GluDH-NADP

(Huynh et al.,1985).

Expresión de proteínas recombinantes en el fago kgtl l.
Se utilizanentre 10 y 12 placas de 300 mm de diámetro conteniendo LB-agarcon ampicilina

100 ug/ml. A 1 ml de bacterias E. coli Y1090 se le agregan 100 ul de fagos recombinantes

de la biblioteca, conservados a 4°C y sin diluir en SM. Dado que el título de la biblioteca es

de 106 ufp/ml se sembraron 105 fagos/placa de manera de rastrear 106 fagos totales,

teniendo en cuenta que solo el 60-70%son recombinantes.

Para permitir la adsorción a las células, se incuban las bacterias y los fagos durante 20

minutos a temperatura ambiente. Luego, se agrega la mezcla a 25 ml de top agarosa

mantenido a 50°C y se vuelca el contenido en la caja de Petri de LB agar. Se incuban a

42°C hasta la aparición de las placas de lisis.



Como la expresión de las proteínas de fusión se encuentra bajo regulación del promotor
del operón lac, se procede a la inducción embebíendo filtros de nítrocelulosa con lPTG

lOmMen agua. Se dejan secar sobre un papel de filtro al aire y luego se apoyan sobre las

placas de lisis. Se incuban 3-4 horas a 37°C y se guardan hasta su procesamiento con el

suero correspondiente (Sambrook et aL, 1989).

Revelado del rastreo inmunológico.
Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente y con agitación evitando que el filtro

se seque. Durante el protocolo, se procede de la misma forma que para el revelado de un

Western blot, utilizando como primer anticuerpo un policlonal anti GluDH-NADPpreparado

en conejo en una dilución 1/3000 y como segundo anticuerpo un suero comercial anti-lg

de conejo conjugado con fosfatasa alcalina.

Rastreo por hibridización de una biblioteca genómica de Trypanosoma cruzi enmu.
Se utiliza la misma biblioteca de expresión genómica de la cepa Miranda 76 de
Trypanosoma cruzi en el fago thll (Ibáñez et aL, 1987). El ADN de las partículas
virales es transferido a un filtro de nítrocelulosa y aquellas que llevan el gen de la GluDH­

HADP son identificadas por hibridización usando una sonda específica marcada
radioactivamente.

Para el rastreo se utilizan 12 placas de Petri de 150 mm de diámetro conteniendo LB-agar

con ampicilina 100 ug/ml. Se mezclan 400 ul de bacterias E. coli Y1090 con 17 ul de

fagos recombinantes de la biblioteca que contienen 105 fagos y se permite la adsorción

por 20 minutos a temperatura ambiente. Se agrega a la mezcla 10 ml de top agarosa y se

vuelca sobre la caja con LB-agary se incuban a 42°C entre 10-12 horas. Luego se llevan
a 4°C.

Los filtros de nylon se apoyan sobre la superficie del top agarosa para permitir el contacto

directo con las placas de lisis. Luego de 30-60 segundos se retiran los filtros y con el ADN

hacia arriba se sumergen en una solución de desnaturalización (NaCl 1,5M,HaOH 0,5M)

por 5 minutos. Luego se transfieren a una solución de neutralización (NaCl 1,5M,Tris-ClH

0,5M pH 8) por 5 minutos y finalmente a una solución de SSC 2X (SSC 20X por litro: NaCl

175,3 gr, citrato de sodio 88,2 gr) por 5 minutos y se dejan secar.

Se fija el ADN por horneado a 80°C durante 2 horas. Se prehibridiza y finalmente, se

hibrídíza el ADN de los filtros al enfrentarlo con una sonda específica marcada con 32P.



Luego de la autorradiografía, los fagos positivos detectados por una señal nítida son aislados

y resuspendidos en SMcon cloroformo.

Dicho procedimiento se repite varias veces hasta confirmar y aislar completamente los

fagos que contienen el gen o una parte del mismo. En el segundo y tercer rastreo se

plaquean 2000 fagos/placa y 200 fagos/placa respectivamente (Sambrook et aL, 1989).

Identificación, aislamiento y mantenimiento de los fagos positivos.
Teniendo en cuenta la orientación de los filtros, se identifican los fagos positivos por

superposición.

Se coloca en un tubo eppendorf 1 ml de SMy una gota de cloroformo. Con la ayuda de

una espátula esterilizada se corta con cuidado el top agarosa alrededor del fago positivo.

En al caso de un rastreo primario, por la cercanía de los fagos, se secciona un grupo de

10-20 ufp. Se coloca dentro del eppendorf y se mantiene por 1-2 horas a temperatura
ambiente para permitir que las partículas difundan de la agarosa. Se calcula el título en

cada caso y se mantienen a 4°C en SMcon cloroformo (Sambrook et aL, 1989).

Aislamiento y purificación del ADNdel fago l.
Se pica una placa de lisis bien aislada de las demás en 1 ml de medio SM,con una gota de

cloroformo. Se deja a 4°C por varias horas y luego, se mezclan 40 pl de la suspensión de

fagos (titulados) con 100 ul de bacterias. Se incuban 20 minutos a 37°C y se les agrega

2,5 ml de top agarosa y se vuelca sobre una caja conteniendo LBagarosa-ampicilina. Se

siembra una cantidad de fagos tal que puedan crecer a confluencia toda la noche a 37°C.

Aldía siguiente se les agrega 3 ml de medio SMpara eluír los fagos a temperatura ambiente

con agitación constante durante toda la noche. Se repite la operación con otros 3 ml.

Luego, se tranfiere el medio SMconteniendo los fagos a un tubo que se centrífuga a 8250

rpm durante 10 minutos a 4°C. Elsobrenadante recuperado se trata con ARNasa y ADNasa

lug/ml concentración final, incubando por 30 minutos a 37°C. Luego se le agrega un
volumen de una solución de PEG 20% p/v y HaCl 2M en medio SM, incubando 1 hora en

hielo y se centrífuga a 12000 rpm 1 hora a 4°C. Se remueve el sobrenadante por aspiración

y se deja secar el precipitado, que contiene las partículas virales, por inversión del tubo.

Se resuspenden las partículas en 500 ul de SM con vortex y se les agrega 5 ul de EDTA

0,5M pH 8 y 5 ul de SDS 10%. Se incuba a 68°C durante 15 minutos. Luego se extrae el

ADN una vez con fenol y luego con una mezcla de fenolzcloroformo en partes iguales y



finalmente con cloroformozalcohol isoamílico. La fase acuosa final se precipita con un

volumen de isopropanol y se llevadurante 20 minutos a -70°C. Se centrífuga a 15000 rpm

durante 15 minutos a 4°C y el precipitado se lava con etanol 70%. Se deja secar y se

resuspende en 50 ul de TE pH 8. Se determina la cantidad de ADN obtenido y se analiza

por digestión con enzimas de restricción (Sambrook et aL, 1989).

Preparación y análisis de ADN.

Aislamiento y purificación de ADNde parásitos.
Los cultivos de los distintos parásitos se cosechan por centrifugación a 3000 g, durante

10 minutos a 4°C y se lavan tres veces con NaCl 0,154 M. El precipitado es resuspendido

en una solución amortiguadora Tris-HCl 10 mM pH 7,6; NaCl 100 mM y EDTA 100 mM.

La suspensión obtenida se lisa por el agregado de SDS a una concentración final del 1%

mezclando suavemente. Luego se incuba con Proteinasa K, 50 ug/ml durante 2 horas a

37°C agitando suavemente a intervalos de 15 minutos. Se agrega un volumen de fenol y

se agita por inversión del tubo. Luego de centrifugar a 100009 por 5 minutos se extrae

cuidadosamente el sobrenadante con pipeta Pasteur sin aspirar la interfase. Luego se
extrae con un volumen de fenol:cloroformoen partes iguales y finalmente con cloroformo

solo. El ADN nuclear se precipita por el agregado de 0,1 volúmenes de acetato de sodio 3

MpH 5,2 y 2 volúmenes de etanol absoluto ó 0,7 volúmenes de isopropanol. Se deja toda

la noche a -20°C para favorecer la precipitación y luego se centrífuga a 12000 g, durante

30 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarta y el precipitado blancuzco se lava con

etanol 70% y se seca. Puede conservarse así o resuspenderse en amortiguador TE (Tris­

HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 0,1 mM) (Sambrook et aL, 1989).

Mlnlpreparaclón de ADNplasmídlco.
Se transforman células competentes con el objeto de purificar el ADN plasmídico. Se

toma con un ansa estéril una colonia aislada y se inoculan 3 ml de medio LB líquido

conteniendo 3 ul de ampicilina (100 mg/ml). Se deja 9 a 15 horas a 37 °C con agitación.
Posteriormente el cultivo se tranfiere y centrífuga a 5000 rpm durante 5 minutos y el

precipitado obtenido se resuspende en 0,3 ml de una solución P1 (Trís-ClH50mM pH 7,9;

EDTA 10mM pH 8; ARNasa A 10 ug/ml libre de ADNasa).

Luego se le agregan 0,3 ml de la solución P2 (NaOH 200mM; SDS 1%) se mezcla

suavemente y se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente.



Posteriormente se adicionan 0,3 rnl de la solución P3 (acetato de potasio 2,55M pH 4,8)

agitando inmediatamente por inversión del tubo. Al centrifugar a 15000 g durante 30

minutos a 4°C, se logra la separación del plásmido en el sobrenadante, que es precipitado

con 0,7 volúmenes de isopropanol previamente equilibrado a temperatura ambiente. Se

centrífuga a 15000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lava el ADN

precipitado con etanol 70%. Finalmente se resuspende en agua o amortiguador TE y se

mantiene a -20°C (Sambrook et aL, 1989; Birnboim and Doly, 1979).

Cuantiflcación de ADN.

Se diluyen 5 ul del ADN purificado en 1 ml de agua destilada. Se mide la absorbancia a

260 nm y se calcula la concentración sabiendo que l UDOcorresponde aproximadamente

a 33 ug/ml. Multiplicando el valor obtenido por el factor de dilución se obtiene el valor

final (Sambrook et aL, 1989).

Electroforesls en geles de agarosa.
Los fragmentos de ADN genómico o plasmidico se separan, identifican y purifican por
electroforesis a través de geles de agarosa horizontales de distintos porcentajes, de acuerdo

al tamaño de los fragmentos a separar y a la conformación de los mismos.

Los geles de agarosa se preparan y corren en TBE 1X (5X: Tris Base 5,4%; ácido bórico

2,75%; EDTA 2mM pH 8). Antes de armar el gel se le agrega bromuro de etidio en una

concentración final de 0,5 ug/ml al igual que al amortiguador de corrida. Las muestras se

mezclan con un amortiguador de siembra que contiene: glicerol 5-10%, sacarosa 7% y

azul de bromofenol o xylene cyanol FF 0,25%. La electroforesis se realiza a 10 V/cm

(Sambrook et aL. 1989).

La localización del ADNdentro del gel puede determinarse directamente por la fluorescencia

inducida por la luz ultravioleta en el bromuro de etidio intercalado en las bases del ADN.

Los geles son fotografiados por transiluminación con luz ultravioleta.

El ADN del fago d>X174 digerido por la endonucleasa de restricción Haelll (Sigma D­

0672) y el ADN del fago l digerido por Hindlll (Sigma D-9780) son utilizados como

marcadores de peso molecular cuyos tamaños en pares de bases son: <DX174Haelll (490

ug/ml): 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72.

lHindlll (286 ug/ml): 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125.
También se utilizó una escalera conteniendo repeticiones de 100 pb (GlBCO-BRL)desde

100 hasta 1500 pb con un fragmento adicional de 2072 pb. La banda de 600 pb es dos o

tres veces más intensa que las restantes de la escalera.



Electroforesis en campo pulsado (PFGE).
Las moléculas de ADNcuyos tamaños son mayores de 25 kpb no pueden resolverse en

geles de agarosa convencionales, en cambio pueden separarse usando técnicas que
cambian la dirección del campo eléctrico en el gel.

El ADN de las distintas formas y tipos de parásitos contenido en los bloques de agarosa

es preparado como se indica en la bibliografía (Henriksson et aL, 1990). Los ensayos de

PFGE y Southern blot se realizaron con los siguientes clones: TullO, Sylvio X10/7, HO3/

5, Canlll, NlH,YlE9,YlE10,CA-l/72 y CA-l/72hdna y los parásitos T.rangeli, C.fasciculata

y L. mexicana. La electroforesis se realiza en un aparato BioRadCHEF Mapper (Henriksson

et aL, 1995). Luego de la corrida el ADN es tratado con HCl,transferido a filtros de nylon

e hibridizado con sondas marcadas radioactivamente en ensayos de Southern blot.

Obtención de fragmentos de ADNa partir de geles de agarosa ultrapura de
bajo punto de fusión.
Debido a que la agarosa puede estar contaminada con sustancias que son potentes
inhibidores de algunas enzimas (enzimas de restricción, ligasas, kinasas, polimerasas)

que comunmente se usan durante el clonado, se utilizaagarosa ultrapura y de bajo punto

de fusión. Esta agarosa gelifica a 30°C y se derrite a 65°C.

Con el objeto de recuperar y purificar solamente el ó los fragmentos de ADNde interés de

forma simple, se realizó una electroforesis horizontal en gel de agarosa. El gel es armado

en las condiciones ya mencionadas pero con agarosa de bajo punto de fusión y corrido

en el mismo amortiguador a 4°C para evitar recalentamiento y fusión del gel durante Ia

corrida. Finalizada la misma y una vez identificado el fragmento de interés, se corta la

agarosa alrededor de la banda con un bisturí.Se coloca en un tubo eppendorf que contiene

5 volúmenes de amortiguador TE (Tris-CIHlOmM pH 7,5, EDTA 0,1mM) y se incuba a

65°C durante 15 minutos para fundir la agarosa. Luego se extrae el ADN con 1 volumen

de fenol a temperatura ambiente y luego con una mezcla de fenolzcloroformozalcohol

isoamílico en partes iguales a la misma temperatura. Se precipita, lava y resuspende de la

forma ya descripta.

Resolución y recuperación de pequeños fragmentos de ADNen geles de
poliacrilamida no desnaturallzantes.
A través de una electroforesis en geles de poliacrilamida pueden separarse fragmentos

pequeños de ADN (<1000 pb). Se preparan geles 8% en TBE 1Xy se corren en el mismo

amortiguador a un voltaje de 1-8V/cm.



Se siembran marcadores de peso molecular y dos calles de muestra, una analítica que se

tiñe 10-30 minutos con bromuro de etidio 0,5 ug/ml y otra preparatíva para recuperar la/
s banda/s con el ADN de interés.

Por comparación con la muestra teñida se identifica la zona que la contiene, se corta el

gel en piezas finas y se colocan en tubos eppendorf conteniendo por lo menos 2 volúmenes

de agua bidestilada estéril. Se disgrega bien el gel y se incuba durante toda la noche a

37°C con agitación. Los fragmentos pequeños (<250 pb) eluyen dentro de las 2-3 horas

mientras que los mayores de 750 pb requieren toda la noche. Luego se centrífuga a 100009

durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante puede usarse directamente

o precipitarse antes con etanol, evitando tomar restos pequeños de poliacrilamida. Si es

necesario se filtra el sobrenadante a través de lana de vidrio. Para precipitar el ADN, se

procede de la forma convencional previamente descripta y luego se calcula la masa

recuperada.

Electroforesls de ADNy transferencia pasiva a filtros de nitrocelulosa.
Para poder identificar los fragmentos de ADNpor hibridización, el gel corrido y fotografiado

se somete a un tratamiento alcalino durante l hora con NaOH 0,5M y HaCl 1,5M que

provoca la desnaturalización del ADN.Posteriormente se neutraliza con una solución que

contiene Tris-HCl 1M pH 8 y NaCl 1,5M a temperatura ambiente durante 1 hora. Para la

transferencia pasiva del ADN se coloca la membrana de nitrocelulosa (previamente
embebida en SSC 6X) sobre el gel. El amortiguador de transferencia es SSC 20X (HaCl

0,3M, citrato de Na 0,3M pH 7). Finalmente se coloca papel Whatman 3MM y papel

absorbente en forma de capas y sobre éstos un peso de 0,5 kg. Se deja toda la noche a

temperatura ambiente, luego se lava la membrana y se hornea durante 2 horas a 80°C

(Sambrook et aL, 1989).

Ensayo de Southern blot.
Los fragmentos de ADN obtenidos fueron fraccionados en un gel de agarosa 0,8-1 % en

una cuba de 36 cm de largo, corridos toda la noche a 0,5 Volts/cm. El tamaño de cada

uno se determinó por comparación con marcadores de peso molecular adecuados. Luego
de la transferencia y horneado, se coloca el filtro dentro de una bolsa con 6-10 ml de la

solución de prehibridización que contiene: SSC 6X, Solución Denhardt 5X (50X Ficoll 5

gr, polivinilpirrolidona 5 gr, BSA 5 gr en 500 rnl de agua), ADN de esperma de salmón

100 ug/ml y SDS 0,5%. Los filtros se prehibridizan toda la noche a 65°C. Se reemplaza

dicha solución por la de hibridizaciónque contiene además la sonda marcada por “random



primíng" previamente hervida 5 minutos a 100°C y se deja toda la noche con agitación a

65°C. Se saca la sonda y se lavan los filtros con SSC 0,1X y SDS 0,1%a 65°C. Se exponen

con películas Kodak X-OMAT-Sutilizando pantallas intensificadoras a -70°C por distintos
períodos de tiempo (Sambrook et aL, 1989).

Purificación de oligonucleótidos sintéticos.
En caso de ser necesario, los oligonucleótidos son purificados a través de las columnas

HAPTMI0 de Sephadex G-25,siguiendo las indicaciones sugeridas por Pharmacia Biotech.

Las columnas son lavadas varias veces con agua destilada antes de sembrar el
oligonucleótido en un volumen máximo de 1 ml. Se deja escurrir la columna y finalmente

se eluye con 1,5 ml de agua destilada. El material eluído se seca totalmente en una

centrífuga con vacío y se resuspende en 500 ul de agua destilada. Para cuantificar, se

diluyen 5 ul del oligonucleótido purificado en 1 ml de agua destilada. Se mide la absorbancia

a 260 nm y se calcula la concentración sabiendo que 1UDOcorresponde aproximadamente

a 33 ug/ml. Multiplicando el valor obtenido por el factor de dilución se obtiene el valor

final (Sambrook et aL, 1989).

Secuenclación de ADN.

La secuenciación del ADNse realiza siguiendo el método de los dideoxinucleótidos descripto

por Sanger y Coulson en 1975. Consiste en la sintesis de una cadena de ADN por medio

de la enzima ADN polimerasa usando un templado simple cadena. Como fuente de

reactivos y de enzima se usa la versión 2.0 del “ADNSequencing Kit: SEQUEHASE" de

(Jnited States Biochemical (USB).

Se preparan geles 6—8%que contienen una mezcla de acrilamida-bisacrilamida,
amortiguador TBE 1X, urea 7,5M, 48 l de TEMED 0,03% v/v y 480 X de persulfato de

amonio 0,06% para 80 ml de mezcla (Sambrook et aL, 1989). La polimerización ocurre a

temperatura ambiente. Los geles son precorridos a 65 W durante 40 minutos en TBE 1X
antes de la siembra de las muestras. Finalmente la corrida se realiza a 65 W (1600-1900

V). Al terminar la corrida, el gel se seca en un Gel Dryer model 583 de Bio Rad, y se

expone a temperatura ambiente con una placa radiográfica Kodak X-OMAT-AR.

Para la preparación de templados para la secuenciación se desnaturalizan entre 3 y 5 ug

de ADN plasmídico con una solución de NaOH 200mM y EDTA0,2mM a 37°C durante 30

minutos. Se agrega acetato de sodio 0,3M final y se precipita con 2,5 volúmenes de

etanol. Se lleva a -70°C por 20 minutos, se centrífuga y se lava el precipitado con etanol
70 %.



Tratamiento enzimático de ADN.

Digestión de ADNcon endonucleasas de restricción.
La reacción de digestión se realiza con el ADN, la enzima de restricción elegida, el

amortiguador adecuado para ella y agua destilada para llevar a volumen. En general, el

tiempo mínimo de incubación es de 2 horas a 37°C, utilizando 5 (J/ug de ADN. En estas

condiciones las digestiones son totales, tanto para el caso de ADN genómico, ADN

plasmídico o un producto de PCR.Para las digestiones de ADNgenómico se utilizan entre

5 y 10 pg de ADN.

Para hacer digestiones parciales es necesario utilizar más cantidad de ADN que para el

caso de un Southern blot convencional. También es importante tener en cuenta la cantidad

de enzima y los tiempos elegidos. Sabiendo que 1 unidad de enzima digiere 1 ug de ADN

en una hora, se prepara la siguiente mezcla de reacción: 50 ul de ADN (conteniendo 100

ug de ADN), 50 ul del amortiguador adecuado, 5 ul de enzima (10 U/ul), ARNasa y agua

destilada hasta completar el volumen de 500 ul.

Se precalienta dicha mezcla antes del agregado de la enzima para que esta actúe desde el

principio, sobre todo en los tiempos cortos. Se sacan 50 ul de la incubación por cada

tiempo elegido y se detiene la reacción sumergiéndola bruscamente en fenol para inactivar

la enzima. Se elige un rango amplio de tiempos. Luego se trata al ADNcon fenol:cloroformo

en partes iguales y con cloroformozalcohol isoamílico. Se centrífuga y el ADN en la fase

acuosa se obtiene por precipitación de la manera descripta y se resuspende finalmente

en 20 ul de TE. Este material se siembra en un gel de agarosa mediano y se corre a 3 V/

cm toda la noche (Campetella et aL, 1992).

Cuando se realizan digestiones dobles cuyos amortiguadores son diferentes, se comienza

con aquella que requiere menor concentración salina y luego de la incubación, al agregar

la segunda enzima se suplementa con la cantidad adecuada de MgClz.

Marcación radioactlva de sondas específicas de ADNpor “Random Priming”.
Las sondas utilizadas se marcan radiactivamente con dNTPs 0L32P,in vitro usando como

iniciadores hexámeros sintetizados al azar, con todos los nucleótidos fríos y dCTP marcado

con 32P.Luego de la marcación la sonda se separa de los nucleótidos libres, pasando la
mezcla de reacción a través de una columna de Sephadex G-50 (fine), equilibrada con

amotiguador TE y saturada previamente con ADNde esperma de salmón. La sonda se
calienta durante 5 minutos a 90°C antes de ser utilizada, para separar las cadenas de
ADN.



La mezcla para “random priming” contiene. ADNdoble cadena desnaturalizado 100-200

ng, Hepes 200mM pH 6,6, dNTPs (Tris-ClH250mM pH 8, MgCl225mM, B-mercaptoetanol

50mM, dA-dG-dT lOOmM), hexámeros al azar 37 ng, 32P-dCTP 50 uCi y el fragmento

Klenow de la ADN polimerasa l de E. coli, 5 unidades. Mantener durante 4 horas a 37°C ó

toda la noche a temperatura ambiente (Sambrook et aL, 1989).

Ligación de moléculas de ADN.
La ligación se realiza en relaciones adecuadas de plásmido e inserto según el tamaño de

ambos y es catalizada por la enzima ADNT4 ligasa. La reacción se realiza a 0°C y como

mínimo por 3 horas, aunque usualmente se liga durante toda la noche a 0°C ó a 16°C.

Además del fragmento de ADN a clonar, el vector y la enzima T4 ligasa, se necesita ATP

y el amortiguador adecuado para la enzima. La reacción se lleva a volumen con agua

bidestilada (Sambrook et aL, 1989).

Los fragmentos de ADNse clonan en distintos vectores según el objetivo: plásmido pUC19,

pBluescript KS+ó pGEX y peT para la expresión de proteínas recombinantes.

Cuando se trata de ligar productos de PCR (contienen una adenina agregada por la Taq

ADN polimerasa en el extremo 3') se utilizael vector T que tiene timinas en los extremos,

lo que permite la ligación cohesiva a los fragmentos de PCR. Para estos casos, se usan el

vector T de Novagen (T-vector KitProtocols Novagen pT7B|ue T-vector Kit.Cat. No. 69820­

1) y el de Promega (pGEM-Teasy Vector Systems Cat. No. A 3600).

Finalmente se verifica la efectividad de Ia ligación transformando bacterias.

Transformación de células competentes.
Los distintos tipos de bacterias competentes a transformar son mantenidas luego de su
preparación a -70°C. Se retiran de esa temperatura y se dejan descongelando en hielo 10

minutos. Son preparadas según el protocolo de Sambrook et al. (1989).

Se utilizan entre 2 y 5 ul de la ligación para transformar 50 ul de bacterias. La mezcla se

deja en hielo 30 minutos y luego se realiza el shock térmico a 42°C durante 30 segundos.

Se dejan en hielo otros 2 minutos, se les agrega 200 ul de medio LBy se dejan 1 hora a

37°C con agitación para la recuperación de las células.

Con 100 ul de la mezcla se siembran cajas de Petri con LB-agar 1,5 % y ampicilina 100

ug/ml. Se ¡ncuban a 37°C durante la noche.

Si el objetivo es la selección e identificación de las bacterias que contienen el inserto de

interés, a las placas se les agrega X-Gal40 ug/ml (concentración final) e lPTG 0,1mM
(concentración final) en el medio, en el momento del armado o con rastrillo sobre la



superficie (Sambrook et aL, 1989). Las bacterias positivas son blancas y las que no

llevan inserto son azules (T-vector Kit Protocols. Novagen pT7Blue T-vector Kit. Cat. No.

69820-1; pGEM-Teasy Vector Systems Cat. No A 3600).

Preparación y análisis de ARN.

Extracción de ARNde parásitos.
Con el método de extracción con TRlzolse puede obtener el ARNtotal de células que no

pueden ser fácilmente fraccionadas en citoplasma y núcleo, en forma simple y rápida, en

gran cantidad y manteniendo su integridad (Chomczynski and Sacchi, 1987; Siebert and
Chenchik, 1993).

Se parte de 100 millones de parásitos cosechados y lavados con una solución de sacarosa

0,25M, CIK5mM. Los parásitos son resuspendidos en 1 ml de TRlzol Reagent LS (GlBCO

BRL) y son lisados por pipeteo reiterado. Se incuban las muestras homogeneizadas 5

minutos a temperatura ambiente. Luego se agregan 200 ul de cloroformo y se agita

vigorosamente durante 15 segundos y se incuba 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

Se centrífuga a 12000 g 15 minutos a 4°C y la fase acuosa incolora obtenida, contiene el
ARN.

Aproximadamente 600 ul de dicha fase se transfieren a un tubo limpio y el ARNse precipita

por el agregado de 500 ul de isopropanol, incubando la mezcla 10 minutos a temperatura

ambiente. Se vuelve a centrifugar a 12000 g 10 minutos a 4°C y el precipitado blanco que

corresponde al ARNtotal, es lavado con etanol 75% (en agua con DEPC). El precipitado

limpio se seca al aire por 5 a 10 minutos (no completamente) y se resuspende en agua
con DEPC. Se conserva a -70°C.

Cuantlficación de ARN.
Se procede de la misma forma que para la cuantificación de oligonucleótidos. En este
caso, se mide la absorbancia a 260 nm y 280 nm, se calcula la relación entre Azso/Azao

cuyo valor debe oscilar entre 1,7 y 2. Este dato nos permite saber si la preparación esta
contaminada con proteinas, en cuyo caso deberá tratarse con fenol-cloroformo.
También se mide la relación de absorbancias A250/A23oque debería ser mayor que 2 y

nos permite verificar si el material esta contaminado con isotiocianato de guanidina
(componente del TRlzol). Con el valor de A260 se puede calcular la concentración de

ARNen la preparación, sabiendo que 1 (JDOcorresponde aproximadamente a 40 ug/ml
de ARN (Sambrook et aL, 1989).



Electroforesis de ARNy transferencia a nitrocelulosa.
Se prepara un gel de agarosa 1,2%y se le agrega el amortiguador de corrida MOPS 10X

(MOPS 0,4M pH 7; acetato de sodio 0,1M y EDTA lmM pH 8) y formaldehído 37%, para

llegar a una concentración final de MOPS 1Xy formaldehído 2,2M (Ausubel et aL, 1987).

Todas las soluciones se preparan en agua con DEPC. Se arma el gel y se corre en

amortiguador de corrida 1X.

Las muestras a sembrar conteniendo 30 ug de ARNse agregan a una mezcla que contiene

5 ul de amortiguador de corrida MOPS 10X, 8,75 ul de formaldehído 37% y 25 ul de

formamida. Se mezclan e incuban durante 15 minutos a 55°C. Se les agrega 10 ul de

amortiguador de siembra que contiene EDTA lmM pH 8, azul de bromofenol 0,25% (p/

v), xylene cyanol FF 0,25% (p/v) y glicerol al 50% (v/v).

Se corre el gel a 5 V/cm durante 3 a 4 horas. Finalizada la corrida, se lava el gel con agua

deionizada para remover el formaldehído. Se corta la parte a transferir y el resto, conteniendo

los marcadores de peso molecular y un duplicado de la muestra se separa para teñir. Para

la tinción, el gel se lava con acetato de amonio 0,5M durante 20 minutos y luego se

reemplaza por bromuro de etidio 0,5 ug/ ml en acetato de amonio 0,5Mdurante 40 minutos.

Se destiñe con acetato de amonio 0,5M por 45 minutos. Se lava varias veces con agua.

La parte del gel a transferir se sumerge en una solución de SSC 10X durante 45 minutos

y se transfiere a nitrocelulosa en SSC 20X toda la noche. Luego el filtro se hornea a 80°C

por 2 horas (Ausubel et aL, 1987).

Ensayo de Northern blot.
Se coloca el filtro dentro de una bolsa con 6-10 ml de la solución de prehibridización

(K2HPO425mM pH 7,4; SSC 5X; Solución Denhard’t 5X; ADN de esperma de salmón 50

ug/ml y formamida 50%). Se prehibridiza toda la noche a 42°C.

Se prepara la sonda de ADN por “random priming", se hierve 5 minutos a 100°C y se

agrega a la solución de hibridizaciónque tiene semejante composición que la solución de

prehibridización pero además dextrán sulfato 10%.Se hibridiza toda la noche a 42°C. Se

lavan los filtros con SSC 0,1X y SDS 0,1% a 37°C. Se expone con un film Kodak X-OMAT­

S y se revela por autorradiografia.



Reacción de PCR.
Para la amplificación de los fragmentos de interés se requiere: ADN en poca cantidad

(500 ng), 300 ng de los oligonucleótidos, amortiguador 1X (Trís HCI IOOmMpH 7,9; KCl

500mM; MgCl2 15mM); dHTPs 2mM; 2,5 unidades de enzima Taq polimerasa, y agua

bidestilada estéril hasta completar el volumen final de 50 ó 100 ul según el caso.

Según el objetivo de cada experimento cambian las temperaturas y tiempos de
desnaturalización, unión de los oligonucleótidos al templado y tiempo de elongación,

como asi también el número de ciclos de la reacción (Saiki, 1985), según se indica en
cada caso.

PCRsobre colonias.
Se toma una colonia bacteriana en condiciones de esterilidad y se la coloca en un tubo

eppendorf que contiene 50 ul de agua estéril. Luego se hierve durante 5 minutos y se lleva

inmediatamente a hielo. Se centrífuga a 12000 g por 2 minutos y 10 ul del sobrenadante

resultante se utilizan como fuente de ADN para la reacción de PCR.

Reacción en cadena de la polimerasa semianldada acoplada a transcripción
reversa (RT-PCR).
Consiste en la sintesis de una cadena de ADNc(copia) por medio de la enzima transcriptasa

reversa y utilizando como templado una molécula de ARN.

Para el ensayo, se prepara ARN total de epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi. El

ADHc se obtiene utilizando la enzima SuperScript RT PlusTM (Life Technologies lnc.,

Gaithersburg, MD) Cat No.82488A, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Esta

es una enzima M-MLVRT modificada (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse

Transcripase), sin actividad ARHasa H,permitiendo la obtención de cadenas de ADHc de

mayor longitud y por otro lado es más termoestable.

Se toman entre 2 y 5 ug de ARNtotal y se les agrega el amortiguador adecuado para la

enzima 1X (5X: Tris-ClH 250 mM pH 8,3; KCl 375 mM; MgClz 15 mM), dNTPs 0,5mM en

solución acuosa e inhibidor de la ARNasa (rRl‘lasin®Promega) 20 unidades. Se añaden

200 ng del oligonucleótido iniciador, que puede ser: 1 ul de oligo(dT) ó 2 ul de GDH3

según el tamaño y tipo de producto deseado. La transcripción reversa con el oligo(dT)

permite obtener todos los mensajeros que lleven la cola de poliA, en cambio el oligo
GDH3selecciona únicamente los mensajeros de la GluDHya que su secuencia es homóloga

a dicha enzima a una distancia de 219 pb del codón ATGde iniciación. Se lleva a volumen

con agua y se mezla bien, se incuba a 65°C durante 10 minutos y se coloca en hielo.



Finalmente se agrega 1 ul de la enzima SuperScript RT PlusTMy se incuba a 42°C por 45

minutos. Terminada la reacción se incuba a 95°C por 5 minutos para desnaturalízar el

hibrido ARN-ADNCe inactivar la transcriptasa reversa y se transfiere a hielo.

Puede determinarse el tamaño del ADHCpor medio de un gel de agarosa desnaturalízante

y estimarse el rendimiento por incorporación de nucleótidos radioactivos. Para Ia reacción

de PCR se utilizan 1 a 2 ul del producto obtenido.
La reacción de PCR semianidada consiste de dos reacciones de PCR sucesivas. Para la

primera, se utiliza un oligonucleótido iniciador que puede ser: oligo(dT) ó GDH3

(dependiendo del elegido para la obtención del ADNc) combinado con el miniexón

(McCarthy-Burke et al., 1989). En la segunda reacción el ADN es amplificado usando un

segundo iniciador derivado de la secuencia de ADN conocida, desplazado hacia el ATG

de la molécula (GDH1)combinado nuevamente con el miniexón (PCR semianidada).

La mezcla para la primera reacción de PCR contiene: ADNC 1 ul, amortiguador para la

Taq polimerasa 1X,dNTP 0,2mM de cada uno, Cleg 1,5mM,oligo miniexón 200 ng. Del

segundo oligo elegido se usan también 200 ng. Al final se agregan 2,5 unidades de Taq

ADN polimerasa.

Para la segunda reacción de PCR se usa 1 ul de ADN de la PCR anterior y se agregan los

mismos reactivos en el orden indicado, salvo el segundo oligonucleótido que se reemplaza

por GDH] 200 ng.

Expresión de proteínas recombinantes.

Inducción de bacterias Escherichia coli HBlOl conteniendo el vector de
expresión pGEX.
Realizada la transformación de bacterias competentes E. coli HBIOI con el plásmido

pGEX recombinante, se toma una colonia y se la crece durante toda la noche en medio

LBcon ampicilina 100 ug/ml, a 37°C y con agitación. A la mañana siguiente, el cultivo se

diluye 1/20 hasta un volumen final de 100 ml. Se sigue el cultivo por medición de la

densidad óptica a 600 nm y se crece hasta que sale de la fase lag, lo cual ocurre
aproximadamente 45 minutos después de realizada la dilución.En ese momento se separan
5 ml (control no inducido) y al volumen restante se lo induce con lPTG 0,1 mM.

El crecimiento del cultivo se sigue por medición de la densidad óptica y, a las 4 horas de

comenzada la inducción, el cultivo fue centrifugado durante 5 minutos a 70009 y luego

resuspendido en una solución conteniendo HaCl lOOmM,EDTA lmM, Tris 50mM pH 8,

10% (v/v). Se centrífuga nuevamente y se descarta el sobrenadante.



El pellet obtenido se resuspende en el mismo amortiguador y las bacterias se lisan por

sonicación a intervalos de 30 segundos durante 5 minutos. Se observa al microscopio

antes y después de la sonicación para ver la efectividad de dicho paso que debe resultar

en la destrucción total de las células y la liberación de los cuerpos de inclusión. Luego, se

realiza un tratamiento con lisozima(lmg/ml) durante 20 minutos a temperatura ambiente,

y finalmente deoxicolato de sodio 0,1% por 10 minutos a la misma temperatura. Se

centrífuga 10 minutos a 10000 g y el precipitado se lava con agua destilada 2 veces y

luego se resuspende en la solución de siembra de los geles a 100°C, evitando así la

posible degradación de la/las proteínas inducidas por proteasas bacterianas. Se centrífuga

durante 10 mínutos a 10000 g a temperatura ambiente y se guarda el sobrenadante, que
se utiliza para una electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (Sambrook et aL,

1989).

Miniinducción de bacterias E. coli BL26 (DE3) y BL26 (DE3)PLys S
conteniendo el vector pET-22b(+).
Una vez realizada la transformación, se selecciona una colonia recombinante y se la crece

durante la noche en 10 ml de medio LBconteniendo ampicilina 100 ug/ml a 37°C y con

agitación. A la mañana siguiente el cultivo se diluye 1/10, se mide la densidad óptica a

600 nm y se continúa la incubación durante 45 minutos a 37°C (se realizan mediciones

cada 10 minutos para detectar el momento en que el cultivo sale de la fase lag). Entonces

se separa 1 ml (control no inducido) y a los 9 ml restantes se los induce con lP'l'G0,1mM,

y se continúa el crecimiento a 28°C por 3 horas. Se sigue registrando la densidad óptica

hasta que el cultivo llega a la fase estacionaria.

Tratamientos para la obtención de la fracción sobrenadante que contiene la
proteína recombinante.
Se centrífuga el cultivo inducido, a 7000 g durante 5 minutos y el precipitado se resuspende

en un amortiguador de lisis que contiene: Tris-ClH 50mM pH 7,9; NaCl lOOmM; EDTA

lmM. De allí, se separan 10 ul para sembrar en un gel como la fracción correspondiente

a las proteínas totales inducidas. El resto de la preparación se sonica durante 5 minutos
con intervalos de 30 segundos y se centrífuga a velocidad máxima por 10 minutos. El

precipitado contiene las proteínas insolubles formando cuerpos de inclusión y el
sobrenadante contiene las proteínas solubles.También se separa una fracción de proteínas
totales de un cultivo no inducido y se realiza el mismo procedimiento para el material

proveniente de bacterias no transformadas con el plásmido recombinante.



Todas las fracciones se siembran en un gel SBS-PAGE,corrido en condiciones normales

y teñido con Coomassie Blue.

Purificación de la glutamato dehldrogenasa NADP-dependienterecombinante
por cromatografía de afinidad en Blue Sepharose CL-GB.
Para la purificación de cantidades sustanciales de la enzima recombinante, se inducen
100 ml de cultivo a 28°C con lP'l'G0,1 mM. El cultivo se cosecha cuando la absorbancia

a 600 nm es cercana a 4. El pellet bacteriano se resuspende en TBS (Tris-CIH50mM pH

7,6; ClNa 150mM) conteniendo PMSF lmM, lisozima 100 ug/ml y Tritón X100 1% y se

incuba a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego de la lisis, se adiciona MgClz 10

mMy DHasa 20 pg/ml y se incuba de la misma forma durante 15 minutos. Finalmente se

centrífuga a 20000 g a 4°C por 15 minutos. Tanto en la fracción sobrenadante (proteína

soluble) como en el precipitado (cuerpos de inclusión) puede detectarse GluDH-NADP.

Se toman 5 ml de la fracción sobrenadante, conteniendo 7,2 mg de proteína total y se

dializan exhaustivamente contra el amortiguador Tris-ClH50mM, ClHa 50mM pH 7,6. Se

determina la actividad y se aplica en una columna de Blue Sepharose. Se procede de la

misma forma que para la purificación de la proteína nativa.



Resultados



Purificación de la GluDH-NADPde T. cruzi.
La GluDH-NADPdependiente de T.cruzi fue purificada hasta homogeneidad proteica a

partir de epimastigotes de la cepa Tulahuén 2 (Tul2) en 1978 (Juan et aL, 1978), siendo

la primera enzima purificada hasta ese grado a partir del parásito.

El método utilizado fue modificado posteriormente (Cazzulo et aL, 1988b). El nuevo

protocolo de purificación consistía en Ia ruptura de los epimastigotes por congelación y
descongelación repetida; extracción; fraccionamiento con sulfato de amonio (50-75% de

saturación); diálisis; cromatografía de intercambio iónico en columna de DEAE-celulosa

y filtración por gel en columna de Sephadex G-200.

Con el objetivo de mejorar la actividad específica de la preparación enzimática, eliminando

enzima desnaturalizada, se introdujo un paso de cromatografía de afinidad, empleando

una columna de Cibacron Blue F3G-A (Blue Sepharose CL-6B) en lugar de la filtración

por gel en una columna de Sephadex G200. Esto permitió aumentar el grado de purificación

a 60 veces y el rendimiento al 58%,resultando una proteína con mayor actividad específica

(330 unidades. mg'l, comparadas con las 189 unidades. mg‘l obtenidas previamente

(Cazzulo et aL, 1988b)).

En la tabla 1 se muestran los resultados de una purificación típica de la enzima a partir de

cultivos de epimastigotes de la cepa Tulahuén 2.

Pasos Volumen Proteina Enzima total Actividad especifica Purificación Rendimiento
_(ml) (mg) (unidades) (u.mg-l) (-veces) (%)

Extracto crudo 106 1.160 6,540 5.6 l 100
Sulfato de amonio
(SO-75%) 25 250 5.840 23.3 4.2 89
DEAE-celulosa 28 29 5.040 174 31 77

Blue Sepharose 2.3 l 1.5 3.800 330 59 58

Tabla l: Purlflcaclón dela glutamato dehldrogenasa NADP-dependiente (GluDH-NADP)de T.cruzL
La enzima fue purificada a partir de 2] gr. de epimastigotes (peso húmedo) como se describe en la sección
de Materiales y Métodos.
(u.mg"): unidades por miligramo de proteína.



En la figura 1(a) se muestra el perfil de elución a través de la columna de afinidad antes

mencionada. La enzima se obtiene en forma de un pico agudo luego de agregar el eluyente

NADP2mM. En la figura 1(b) se observa comparativamente el patrón electroforético de

proteínas obtenido en cada paso de purificación revelado con el reactivo de plata. Puede

notarse que el eluído de la columna de Blue Sepharose (calle 4) presenta solo trazas de
otras proteínas, de menor peso molecular, además de la subunidad de 47 kDa
correspondiente a la GluDH-NADPdependiente.
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Figura l: Purificación de la GluDH-HADPdependiente de T.cruz! por cromatografía de afinidad
en Blue Sepharose.
(a) Perfil de elución de la GluDH-NADPen la columna de afinidad Blue Sepharose como se describe en
Materiales y Métodos. ( °) Las proteínas fueron determinadas por absorbancia a 280 nm antes del agregado
del amortiguador conteniendo NADP (indicado por una flecha) y por el método de Lowry et al. (195])
luego de la adición del NADP.
(A) Medida de la actividad enzimática en (J/min/ml.
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Figura 1: Purificación de la GluDH-NADPdependiente de T.cruz! por cromatografía de afinidad
en Blue Sepharose.
(b) SBS-PAGE10%de los pasos del protocolo de purificación. Calle 1:Extracto crudo; calle 2: fraccionamiento
salino con sulfato de amonio 50-75%;calle 3: fracciones activas de la columna de DEAE-celulosa; calle 4:
fracciones activas de la columna de afinidad Blue Sepharose; calle 5: marcadores de peso molecular. El gel
fue revelado con el reactivo de plata. Los pesos moleculares se indican en kiIoDaItones.

Dichas trazas solo pueden visualizarse luego de la tinción con el reactivo de plata y

copurifican con la enzima en una filtración por gel a través de una Superosa 6 en un
sistema de FPLC.



Luego de permanecer mucho tiempo a -20°C, algunas preparaciones de la proteína
purificada presentan pequeñas cantidades de proteínas de alto peso molecular que son
reveladas en ensayos de Western Blot con el anticuerpo específico anti-GluDH-NADP

purificada, probablemente debido a la formación de agregados moleculares de la enzima.

La proteína finalmente obtenida, en gran cantidad y altamente pura, fue utilizada para

obtener datos acerca de su secuencia de aminoácidos y para intentar su cristalización y

estudio estructural por difracción de rayos X. Este último trabajo se encuentra aún en

estado de experimentación, en colaboración con el grupo de la Dra. Linda Britton en la
Universidad de Sheffield, (.lK.

Obtención de secuencias peptídicas de la
GluDH-NADP.
La GluDH-NADPpurificada, SDS-PAGE 15%
reducida y piridiletilada, fue "

sometida a degradación 3 2 1
controlada por métodos
quimicos y enzimáticos para

el aislamiento, purificación, 47 kDa
determinación de la

composición de aminoácidos SDS-PAGE 20%

2 1 2
y secuenciación de péptidos.

En primer lugar, se ensayó el

clivaje químico en los resi­

duos metionina (Met) por tra­ É
_ Figura 2: Electroforesis en geles de poliacrilamida de los

tamano fueron separados a fragmentos proteicos obtenidos por digestión con BrCH.
través de un ge] SDS_PAC‘¡E Aproximadamente 4 mg de GluDH-HADPreducida, piridiletilada y

o tratada durante 20 horas con BrCNfueron sembrados en: (a) SDS­
15A) o por SDS'PAGE en el PAGE15% revelado con Coomassie Blue. Calle 1: marcadores de

Phast system ge] High peso molecular;calle2: GluDH-NADPde T.cruzi purificada;calle 3:
_ H GluDH-NADP tratada con BrCN. (b) SDS-PAGE 20% (Gel High

DenSIty y temdos con density)reveladocon CoomassieBlue.Calle1:marcadores de peso
Coomassie Blue. Los flag- molecular; calle 2: GluDH-NADPde T.cruzi tratada con BrCN.Los

pesos moleculares se indican en kiloDaltones.

tamiento con BrCN. Los

péptidos obtenidos de mayor
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mentos resultantes de ambos geles fueron transferidos a membranas de lmmobilon y

teñidas con el mismo colorante. Como se observa en las figuras 2(a) y 2(b), tres bandas

nítidas fueron identificadas en el gel al 15%y cinco bandas en el gel de alta densidad, que

fueron utilizadas para secuencia. Porotro lado, se intentaron separar, sin éxito, los péptidos

de menor tamaño a través de una columna de Sephadex G-25y purificación por HPLCen
fase reversa.

Posteriormente, se realizaron tratamientos enzimáticos de la GluDH-NADPcon tripsína,

endoproteinasa Lys-Cde Achromobacter sp y endoproteinasa Arg-C. Los péptidos
obtenidos en dichas hidrólisisfueron separados y purificados por HPLCen fase reversa en

columnas C18 eluídas con un gradiente de acetonitrilo en 0.1% ácido trifluoroacético,

como se describe en la sección de Materiales y Métodos. El perfil de las columnas para los

tratamientos con Lys-Cy Arg-C se detalla en la figura 3 (a y b), en la cual se indican los

péptidos seleccionados para secuenciar.

Figura 3a: Perfilde elución de los péptidos obtenidos luego del tratamiento con la endopeptidasa
Lys-C,en HPLCen fase reversa.
Aproximadamente 100 ug de GluDH-HADPreducida y piridiletílada fueron utilizados en el tratamiento.
Luego de 24 horas el material fue aplicado a una columna CIBeluída con un gradiente de acetonitrilo en
0.1% ácido trifluoroacético. Cada pico obtenido fue recolectado por separado y aquellos identificados por
un asterisco (*) fueron seleccionados para secuenciación y determinación de la composición de aminoácidos.
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Figura 3h: Perfilde elución de los péptidos obtenidos luego del tratamiento con la endopeptidasa
Arg-C,en HPLCen fase reversa.
Aproximadamente 100 ug de GluDH-NADPreducida y píridiletílada fueron utilizados en el tratamiento.
Luego de 24 horas el material fue aplicado a una columna Cle eluída con un gradiente de acetonitrilo en
0.1% ácido trifluoroacético. Cada pico obtenido fue recolectado por separado y aquellos identificados por
un asterisco (*) fueron seleccionados para secuenciación y determinación de la composición de aminoácidos.

Los péptidos purificados, en solución, así como los obtenidos por fragmentación con
BrCN,tomados directamente de la membrana de Immobilon, fueron secuenciados en un

secuenciador automático en fase gaseosa Applied Biosystems, en el LANAISde Proteinas

dirigidopor el Dr.José A. Santomé. En cambio, los péptidos obtenidos de la digestión con

tripsina fueron secuenciados por el Dr. (.IlfHellman, en el Ludwig Institute for Cancer

Research, (.lppsala Branch, Uppsala, Suecia.

Las secuencias peptídicas obtenidas fueron las siguientes:

Tripsina: FTGK

CLQLGAK

TNYV

Lyïgz KNSLTTLPMGGGK
KHGTVEEYAK

KYGTEGGK

KVAEAMK



RHLGADTD¡5a.»

B N: MRPEATGYGLVYFLDALLKKHNQELKG

MDIKNVKHGTVEEYAKGLG

MSQNAARL

Las secuencias peptídicas mencionadas, se comparan en la figura 4 con la secuencia
conocida de Ia GluDH-NADPdependiente de E.colí.

La información proveniente de dichos péptidos junto con la secuencia de los primeros 34

aminoácidos del extremo N-terminal obtenida por Cazzulo et al. (1988b) permitieron
concluirque hasta ese momento se encontraba secuenciada aproximadamente una tercera
parte de la proteína total, con un grado de homologia del 74% con la enzima similar de E.
coli.

B. coli H D 0 T Y S L E S LF

| I . . I .

. cruzi H K Y T - S V D D P I

NH-VQKRDPNQTBPAOAVREVHTTLHPPLEONPKYROHSLLI-IllllIlII-lII-IIIlIIIlI“KW
.3

.coli ERLVEPERV1QPRVVHVDDRNQIQVNRAHRVQPSSAIGPYKGGHRPHPSVNL
7' cruzi

I
coli. S¡LKFLGFEQTFKNALTTLPHGGGKGGSDPDPKVGKSEGEVHRPCQALHTEL|| IIIIIIIIII

7' CIUZÉ KJLSJJLJLLMJLGJLE

B.coli YRHLGADTDVPAGDIGVGGREVGPHAGHHKKLSNNTACVPTGKGLSPGGSLIlIIlIIII |i||
7‘ cruzi n H L fi A D I D E_I_5_K

coli GHGFEGHRVSVSGSGNVAQYAIEKAHEFGARK
NQELKG “M7' cruzi

.coli ITASDSSGTVVDESGPTKEKLARL!ElKASRDGRVADYAKEPGLVYLEGOOP-|| - | I .III .I
>l . cruzi

¡ll .coli HSLPVD!ALPCATQNELDVDAAHQLIANGVKAVAEGANHPTTIEATBLPOQA
7’ cruzi

coli GVLPAPGKAANAGGVATSGLEHAQNAARLGHKAEKVDARLHHIHLDIHHACV|I||||
T-"uzi 5mm
Leoli EHGGEGEQTNYVQGANIAGPVKVADAHLAQGVII ll lIII II|.II12cm:xro-rsz LLLLAJLK

Flgura 4: Secuencla de amlnoácldos de la GIuDH-MDPdependiente de T.cruz! comparada con la
enzima similar de E. coll.
Sobre la secuencia completa de la enzima de E. coli se ubican los péptidos obtenidos de Ia GIuDH de T.
cruzi. Las zonas subrayadas corresponden a las secuencias obtenidas por secuenciación de los péptidos
provenientes de los tratamientos con tripsina, BrCN,Lys-Cy Arg-C.La secuencia del extremo N-terminal fue
determinada por Cazzulo et al. (1988b) por secuenciación directa. Las barras verticales indican identidad
(I) y los puntos (.) sustituciones conservadas. El asterisco (') indica la localización del residuo Lysdel sitio
activo.



Clonado del gen que codifica para la GluDH-NADP.

Rastreo inmunológico de una biblioteca de expresión genómica de
T.cruzi en el fago kgtl 1.
Los primeros intentos para clonar el gen que codifica para la GluDH-HADPfueron realizados

en nuestro laboratorio por el Dr.Oscar Campetella a partir de una biblioteca de expresión

genómica de T. cruzi Miranda 76 (M76) en el vector lgt] 1. Los bacteriófagos de dicha

biblioteca contienen insertos de hasta 5 kpb clonados en el sitio EcoRl. Como T.cruzi no

tiene intrones, se pudo utilizar una biblioteca genómica de expresión, induciendo una

proteína recombinante fácilmente detectable. Para la identificación de los clones positivos

se utilizó un suero policlonal monoespecífico preparado contra la proteína purificada

(Campetella et aL, 1990). Los ensayos permitieron el aislamiento de un único fago positivo

cuya proteína de expresión, inducida con el agregado de IPTG.presentó una fuerte reacción
con el antisuero antes mencionado.

Obtención de clones conteniendo parte del gen de la GluDH-NADP
de T. cruzl.
El tratamiento del bacteriófago positivo con la endonucleasa EcoRl. permitió la liberación

e identificación de un único fragmento de 4.4 kpb que fue clonado en el mismo sitio del

plásmido pUC19.

Con el objeto de determinar si el inserto contenía eI gen completo o un fragmento del

mismo, el producto de 4.4 kpb fue subclonado en fase en el sitio EcoRl del vector de

expresión pGEX-l. La inducción de este sistema permite la expresión del fragmento
carboxilo terminal de la enzima Glutation-S-transferasa (GST) de 26 kDa fusionado a la

proteína de interés, un fragmento de la GluDH-HADPen este caso.

Las proteínas obtenidas en bacterias HBIOI transformadas con el plásmido, inducidas o
no inducidas con IPTG,fueron enfrentadas en ensayos de Western Blot con el antisuero
anti-GIuDH-HADP.

En Ia figura 5(a) se analizan por SDS-PAGE 10% las fracciones obtenidas. Pueden

observarse varias bandas proteicas nuevas en la calle correspondiente a la fracción del

precipitado de células inducidas con IPTG.El análisis de la misma fracción en ensayos de

Western blot (figura 5(b)) muestra una proteína de fusión mayoritaria con un peso molecular

aparente de entre 35-40 kDa que reacciona fuertemente con el antisuero anti-GluDH­
NADP,acompañada por bandas de menor peso molecular que podrían ser productos de
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degradación de aquella ya que también son reconocidas por el anticuerpo. De esta manera,

podemos deducir que el inserto de 4.4 kpb contiene información del 20-25%de la proteína
o sea aproximadamente 100 aminoácidos de la GluDH-NADP.

47 kDa

«- 35-40kDa

Figura 5: Inducción de la proteína recombinante GST-GluDH-NADP.
(a) SBS-PAGE 10% de la proteína de fusión Glutation-S-transferasa-GluDH. El fragmento de la GluDH-NADP
contenido en el clon positivo corresponde aproximadamente a 100 aminoácidos de dicha proteína. Calle 1:
sobrenadante de bacterias inducidas; calle 2: precipitado de bacterias inducidas; calle 3: bacterias no inducidas;
calle 4: marcadores de peso molecular. El gel fue teñido con Coomassie Blue.
(b) Western blot revelado con un antisuero anti-GluDH-NADP(dil. 1/ 1500). Calle 1: GluDH-pura; calle 2:
sobrenadante de bacterias inducidas; calle 3: precipitado de bacterias inducidas; calle 4: bacterias no inducidas
y calle 5: marcadores de peso molecular. Los pesos moleculares se indican en kiloDaItones.

(.lna vez confirmada la presencia de una parte del gen de la GluDH-NADPdentro del

inserto, se construyó un mapa de restricción utilizando las endonucleasas EcoRI, Bglll,

BamI-lle Hindlll para determinar su orientación en el plásmido y luego se procedió a su

secuenciación por el método de los dideoxinucleótidos usando el oligonucleótido iniciador

reverse (Rev) del plásmido y posteriormente otro iniciador carboxilo (COO') construido a

partir de la secuencia obtenida. En la figura 6 se detallan esquemáticamente, la orientación

y el tamaño del fragmento clonado, como así también los sitios de corte para las enzimas
de restricción utilizadas.
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Iniciador Rev de pUC19: 5' GCGGATAACAATTTCACACAGGA3'
Tm: 60°C

Iniciador Carboxilo: 5' TCTAAGCTGGACAGCCGAGG3'

Tm: 64°C

pUC19 (2.6 kpb) + inserto (4.4 kpb)

7 kpb
2.686 pb

E9931 BamHI Xbal Hindlll

I l l

Plásmido 270 pb 4.1 kpb Iásmid
C-terminal GIuDH Resto del Sitio de clonado múltiple

inserto

Figura 6: Esquema del plásmido pUC19-GluDH-HADP.
El tratamiento del clon recombinante con las enzimas de restricción EcoRl, Bglll, BamHl e Hindlllpermitió
determinar la orientación del inserto y ubicar los sitios de corte para dichas enzimas de restricción.

Los resultados obtenidos de la secuencia nucleotídica nos permitieron concluir que en

realidad el inserto de 4.4 kpb contiene sólo 270 pb del gen de interés, (correspondientes

a 90 aminoácidos) e identificadas como parte de su extremo C-terminal, al realizar la

comparación con las GluDH-NADPconocidas del banco de datos. En el extremo 5' del

inserto, correspondiente a la enzima, se encuentra el sitio de restricción EcoRl (tiene por
lo menos un sitio de corte dentro del gen) y 270 pb río abajo se localiza el codón de

terminación, en el que se ubica un sitio Bglll. La secuencia nucleotídica adicional en el

extremo 3' corresponde a la zona intergénica.



La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia nucleotidica

completa de dicho fragmento mostró muy alta homología (superior al 70%) con la zona

correspondiente a la misma enzima de E. coli (figura 7).

[con HDQTYSLESPLNH-VQKRDPNQTEPAQAVREVHTTLWPPLEQNPKYRQHSLL
¡coli BRLVEPERVIQFRVVHVDDRNQIQVNRAHRVQPSSAIGPYKGGHRPHPSVNL
3.6013. SILKPLGPEQTFKNALTTLPHGGGKGGSDFDPKVGKSEGEVHRPCQALHTEL
B.coli YRHLGADTDVPAGDIGVGGREVGPHAGHHKKLSNNTACVFTGKGLSPGGSLI
B.coli RPBATGYGLVYPTEAHLKRHGHGPBGHRVSVSGSGNVAOYAIEKAHEPGARK
B.coli ITASDSSGTVVDESGPTKEKLARLIEIKASRDGRVADYAKEPGLVYLBGQQP
E.I:oli HSLPVDIALPCATQNELDVDAAHQLIANGVKAVAEGANHPTTIEATBLPQQA
1'.cmzi BPINA

[coli GVLPAPGKAANAGGVATSGLEHAQNAARLGHKAEKVDARLHHIHLDIHHACVIIIlIIIlIIII|||II||||l|||lIII I-II |ll||
1‘.cuzi GVLPAPGKAANARGVAISGI.EHSQNAAXLSHTAEEVEQKLREIHNSIHDACV

Leon EHGGBGEQTNYVQGAN¡AGPVKVADAHLAQGVII I lllIIlIIIIIIIII-II ||
T.cruzi KYGTVGGKTNYVNGANIAGPVKVAEAHKGLGVV

Figura 7: Comparación de la secuencia del extremo C-termlnal dela GIuDH-NADPde T.cruz! y E.
coll. Sobre la secuencia proteica completa de la enzima de E. coli se ubica la zona correspondiente al
extremo C-terminal de Ia GIuDH-HADPde T. cruzi. Las barras verticales indican identidad (l) y los puntos
(e) sustituciones conservadas.

Obtención del fragmento C-terminal de la enzima.
Estrategia para la construcción de una sonda.
Utilizando el fragmento de 270 pb correspondiente al extremo C-terminal del gen, se

construyó una sonda para intentar, en un nuevo rastreo, la obtención de un clon conteniendo

el gen completo.

La digestión combinada con las enzimas Bglll y BamHl del plásmido pUC19-CiluDHde 7

kpb permitió eliminar gran parte del inserto y del sitio de clonado múltiple (polylinker),

dejando solamente el fragmento C-terminal de la GluDHunido al resto del plásmido (figura

8). Las enzimas mencionadas fueron elegidas por diferentes razones: Bglll presenta solo

un sitio de restricción a la derecha del codón de terminación del gen y no tiene sitio de

corte en el plásmido. En cambio, BamHl digiere en el sitio de clonado múltiple a una



distancia aproximada de 4.1 kpb a la derecha de Bglll y no tiene sitio de corte en el

fragmento del gen (puede también presentar algún sitio desconocido dentro del inserto

más allá de Bglll).

Con el plásmido religado resultante se transformaron bacterias E. coli competentes. Se

identificaron las portadoras del plásmido de interés mediante una reacción de PCRsobre

cada colonia (“colony PCR") utilizando los oligonucleótidos Rev (reverse) y Fwd (forward)

del plásmido.

Para esta amplificación se realizó un ciclo de desnaturalización de 4 minutos a 94°C

seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C, con
una extensión final de 10 minutos a 72°C.

Cuando el producto de la reacción fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa

1.5%,se obtuvo un único fragmento de aproximadamente 600 pb. Sobre el mismo material

se realizóuna segunda reacción de PCRen idénticas condiciones con el objeto de enriquecer

la muestra. El producto obtenido fue secuenciado, coincidiendo completamente con el

extremo C-terminal descripto de la GluDH-NADP.

Finalmente, el fragmento de 600 pb fue sometido a la digestión combinada con las enzimas

de restricción EcoRl y Xbal para eliminar los extremos correspondientes a las secuencias

de los iniciadores y a restos del sitio de clonado múltiple. El material digerido se corrió en

un gel de agarosa de bajo punto de fusión, del cual se eluyó el fragmento de 270 pb para

usarlo como sustrato en la preparación de la sonda por el método de “random priming".

Iniciador Rev de pUC19: 5' AGCGGATAACAAI l lCACACAGGA 3'
Trn: 60°C

lniciador Fwd de QUC19: 5' CGCCAGCIGI l l lCCCAGTCACGAC 3'
Tm: 68°C



a
Hindlll

UC19 .
3.686pb pUC19 (2.6 kpb) + Inserte (4.4 kpb)

7 kpb

Eggfll Bglll E9931 BamHI Xbal Hindlll

Plásmido 270 lab 4.1 kpb PlásmidoC-ten’nina GIuDH Resto del Sitio de clonado múltiple
inserto

Digestión con Bglll + BamHI

E9931 Bglll Xba'

Plásmido 270 lab PlásmidoC-termina GIuDH

—> <———
oli o Rev oliïjo Fwdp C19 p C19

Li ación
Trans orrnación

Selección de colonias

PCR sobre colonias
iniciadores Rev, Fwd

pUC19

i
Digestión EcoRI-Xbal

EGQBI Bglll Xbal
Marcación por_3 'nandompriming­

Flgura 8: Esquema de la estrategia empleada para la construcción de la sonda.



Rastreo de una biblioteca de expresión genómica de T.cruzi en el
fago kgtl 1 usando una sonda marcada radioactivamente.
Con el objeto de clonar el gen completo y sabiendo que el tamaño del genoma diploíde

del parásito es de 2x108 pb, se rastrearon aproximadamente 1.2x105 bacteriófagos de Ia
misma biblioteca de T.cruzi M76 en kgtl 1, usando Ia sonda antes mencionada.

Como resultado del rastreo primario se obtuvieron 13 fagos positivos con diferente tipo e

intensidad de señal. Solo 5 de ellos fueron confirmados y seguidos en los sucesivos rastreos:

12(1), 12(2), 12(3), 16(1), ¡11(1).
Para estimar el tamaño total del inserto contenido en cada uno de ellos, se realizó una

reacción de PCR con los oligonucleótidos iniciadores Rev y Fwd del fago A, utilizando

como sustrato de la reacción el bacteriófago completo. Además, en forma paralela, se

realizó otra reacción de PCRcombinando los iniciadores de 7»con un oligo TGA, diseñado

en base a Ia secuencia de ADN del extremo C-terminal cuya ubicación se observa en la

figura 12 (reconoce parte de la secuencia intergénica, inmediatamente después del codón

de terminación del gen). Este último ensayo se realizópara confirmar si los fagos contenían

por lo menos Ia zona C-terminal del gen.

Iniciador TGA: 5' I I ICAATGCTI'CCCAACAGAGAT 3'

Tm: 60°C

Iniciador Rev de X: 5' CAGACCAACTGGTAATGGTAGCG 3'

Tm: 65°C

Iniciador Fwd de L: 5' ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG 3'

Tm: 68°C

Para ambas amplificaciones se realizó un ciclo de desnaturalización de 4 minutos a 94°C

seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C,

seguidos de una extensión final de 10 minutos a 72°C.

Solo se obtuvo un producto de amplificación de un tamaño entre 1500 y 2000 pb al

utilizar el fago M 1(1) como sustrato, combinando los iniciadores Rev de 7kcon el oligo

TGA (figura 9(b)), sugiriendo Ia posible presencia de una copia del gen cuyo tamaño

rondaría los 1400 pb.
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Lacausa probable de la ausencia de productos de amplificaciónen las restantes reacciones

podria ser que los fagos contuvieran insertos demasiado grandes, de difícilamplificación

por parte de la enzima Taq polimerasa o simplemente que carecieran de ellos.

Fa o A1 1 1
A g <)

EcoRl Bglll EcoRl

Brazo izquierdo Brazo derecho
fago l gen Tc GIuDH fago l

"—> <­
oligo rev de A oligo TGA

PCR

Producto amplificado
de 1.5-2 pb

gen Tc GIuDH
(aproximadamente 1400 pb)

Figura 9: Reacción de PCR sobre
los fagos positivos usando los

iniciadores rev y fwd (del fago l.) °°<Ï°
combinados con el oligo TGA. o
(A) Esquema de Ia reacción de PCR gg}
sobres-“8901110)- w9o°°1 2 3 4 5 6 7 8 9101112
(B) Gel de agarosa 1% de cada
reacción de PCR sobre los fagos
positivos. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 30)»
de los cuales solo 57» fueron
sembrados en un gel de agarosa 1%
teñido con BrEt. En las calles pares
se sembraron las reacciones que
combinan los iniciadores fwd-TGAy
en las impares los iniciadores rev-TGA.
Fago 12(3) calles 1 y 2; fago 7L2(1)
calles 3 y 4; fago X60) calles 5 y 6;
fago 71.2(2)calles 7 y 8; fago ¡11(1)
calles 9 y 10. Todos los controles
realizados dieron los resultados
negativos esperados. ¡Hindlll y la
escalera de 100 pb son utilizados
como marcadores de peso molecular.

2072 pb
1500pbe

1314151617181920212223



"n'itados. 132

Para determinar de manera concreta la presencia del gen (en forma parcial o total) en los

fagos positivos, se preparó ADNde cada uno de ellos y se lo sometió al tratamiento con

endonucleasas de restricción y posterior análisis por Southern blot usando como sonda el

fragmento C-terminal. Los resultados obtenidos se detallan en las figuras 10 y 11.

El tratamiento de los fagos 12(2), 12(3) y 16(1) con EcoRl, permite revelar solo una

banda de aproximadamente 500 pb, mientras que en el caso del fago 22(1) la banda

observada es superior a los 2 kpb (figura 10). El fago M 1(1) revela una banda de

aproximadamente 1700 pb (entre el marcador de 1353 y el de 2000 pb) cuyo tamaño es

similar al obtenido por PCR (figuras 9 y 10).

¡A\\@@®®
wï‘w‘l'wïl‘wïlws’

a 2300 pb

1700 pb
Figura 10: Southern blot del tratamiento de los fagos
positivos con EcoRl.
ADN total de los fagos 7L2(1),22(2), 12(3), 16(1) y ¡11(1) fue
digerido con la enzima EcoRl en un volumen final de 30ul. La
digestión completa fue sembrada en un gel de agarosa 1%.Luego
de la transferencia se realizó un ensayo de Southern blot utilizando
como sonda el fragmento C-termínal del gen.

500 pb

El inconveniente que se presenta al tratar el ADNde los fagos con la enzima EcoRl (para

poder liberar los insertos de los brazos del fago A) es que como el gen contiene un sitio

interno para esta enzima en la zona C-terminal, se fracciona en por lo menos dos partes.
Solo una de ellas podría ser identificada por la sonda, mientras que la/s otra/s que llevan

el resto del gen no podrían detectarse. En el caso de los fagos X2(1) y M 1(1) no se puede

asegurar la presencia de un sitio EcoRl interno.



El análisis de restricción se completó con el tratamiento con las enzimas Sacl y Kpnl que

permiten la liberación del inserto junto con 2 kpb correspondientes a los brazos del fago

7L.(.ln ensayo de Southern blot nos permitió concluir que los fagos 72(1) y X2(2) serían

diferentes entre sí y que los fagos X2(3) y 76(1) podrían ser iguales. Todos contendrían el

gen de la GluDH-NADP (figura 11).

El fago M 1(1) parece ser también

diferente al resto según los
resultados observados en la figura
10.

Figura ll: Southern blot del
tratamiento de los fagos positivos
con Sacl, Kpnl.

(a) Gel de agarosa 1%. ADN total de los
fagos X20), 12(2), 72(3) y 26(1) fue
digerido con las enzimas Sacl y Kpnl en
un volumen final de 30ul. La digestión
completa fue sembrada en un gel de
agarosa 1%teñido con BrEt. ¡Hindlll y la
escalera de 100 pb son utilizados como
marcadores de peso molecular.

(b) Ensayo de Southern blot. Luego de la
transferencia se realizó un ensayo de
Southern blot utilizando como sonda el
fragmentoC-terminaldelgen.film)­
calle 1: Sacl-Kpnl; calle 2: Sacl; calle 3:
Kpnl.Egggkggfcalle 4: Sacl-Kpnl;calle
5:Sacl;calle6: Kpnl.MXM-calle 7:
Sacl-Kpnl; calle 8: Sacl; calle 9: Kpnl.
Fago ¡fill-calle 10: Sacl-Kpnl;calle 11:
Sacl; calle 12: Kpnl.

3‘? 12(1) 22(2) 22(3) k6(1)

123456789101112

6,55 kpb

4,36 kpb

2,0 kpb

A

12(1) 12(2) 12(3) 25(1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

. “ n*
a. ¿ 6,55 kpb

y W Q a 4,36kpb

B



Finalmente, se intentó la amplificación del gen completo a partir de los 5 fagos

seleccionados combinando los iniciadores TGA (para reconocer el extremo C-terminal)

con un oligonucleótido degenerado (para reconocer la zona H-terminal)diseñado en base

a la secuencia de aminoácidos obtenida a partir de la proteína purificada (Cazzulo et al.,

1988b). Las reacciones se realizaron con el fago completo y con su ADN purificado. Se

procedió de la misma forma pero utilizandoademás ADNgenómico total de la cepa Tul2
de T.cruzí como sustrato.

Nter-l: 5' TATCATATGAARTAYACIAGYGTIGAYGAYTTYATHAA3'

Tm: 50°C (Secuencia peptídica) MKYTSVDDFIN

Hter-3: 5' AARTGYGTIAARAARCGlCiAYCClAAYCA 3'

Tm: 52°C (Secuencia peptídica) KCVKKRDPNQ

R: A, G

Y: C, T

l: inosina

H: T, C, A

Iniciador TGA: 5' l l ICAATGC'ITCCCAACAGAGAT 3'

Tm: 60°C

En la figura 12 se muestra la ubicación de los iniciadores utilizados en la reacción. En la

zona N-terminal, Nter-l se une río abajo del codón de iniciación, incluyéndolo, mientras

que el “ter-3 lo hace 34 pb rio abajo del Nter-l. El iniciador TGAse localiza inmediatamente

después del codón de terminación del gen.



“nin-ción sucuonclntntn’glnicl
TcGluDH¡ GGGTCTTGGCGTAGTTLGJGATCTCTGTTGGGAAGCATTGAAAAAAGA
chao-16A <—]' 5'

Figura 12: (Iblcaclón de los iniciadores Nter-l. Nter-3 y TGA.

Para esta amplificación se realizó un ciclo de desnaturalización de 4 minutos a 94°C

seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 52°C y 1 minuto a 72°C,

seguidos de una extensión final de 10 minutos a 72°C.

El producto de amplificación de la reacción de PCR dió en todos los casos una banda

única cuyo tamaño coincide con el marcador de <|>X174Haelll de 1353 pb (figura 13(a) y

(b)). Las bandas presentan mayor intensidad al usar como sustrato el ADN purificado de

cada fago en comparación con los resultados obtenidos al utilizar el fago completo.

Como los oligonucleótidos iniciadores Nter-l y Hter-3 son diferentes en secuencia y

ubicación, es lógico pensar que el fago 12(2) en el que solo se detecta un producto de

amplificación al utilizar el iniciador Hter-3, podria contener un gen incompleto (figura

13(a), calles 13 y 14).

Los fragmentos amplificados provenientes de la reacción con ADN genómico y de los

fagos 16( 1) y 12(3), usando los iniciadores Nter-l y TGA, fueron purificados y ligados en

el pT7 Blue Vector.
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Figura 13: Reacciones de PCRcombinando los oligonucleótidos Nter-l o Nter-3 con TGA.
(a) Gel de agarosa 1% teñido con BrEt de la reacción de PCR realizada sobre los fagos positivos. En las
calles impares se sembraron las reacciones realizadas con los iniciadores Nter-l, TGA y en las pares los
iniciadores Nter-3, TGA. Calle 1 y 2: fago M 1(1) completo; calle 3 y 4: fago 16(1) completo; calle 5 y 6:
ADN del fago 76(1); calle 7 y 8: fago 12(3) completo; calle 9 y 10: ADN del fago X2(3); calle 11 y 12: fago
7L2(2)completo; calle 13 y 14: ADN del fago 72(2); calle 15 y 16: fago 72(1) completo; calle 17 y 18: ADN
del fago 12(1).
(b) Gel de agarosa 1%teñido con BrEt de la reacción de PCRrealizada utilizando 500 ng de ADN genómico
de la cepa Tu12. Calle 1: Nter-l, TGA; calle 2: Nter-3, TGA.
XHindllly q>X174Haelllson utilizados como marcadores de peso molecular.



Luego de transformar bacterias E. coli competentes (Novablue), se seleccionaron 25

colonias blancas. El ADN de dichas colonias fue corroborado por análisis de restricción

con las enzimas Ndel-BamHl (el sitio de clonado EcoRV del pT7 Blue Vector se pierde).

Solo 5 colonias contenían el inserto del tamaño esperado y se llamaron: 9(4B), 9(7B) a

partir de la reacción de PCRsobre el fago 12(3); 5(]S) a partir del fago 16(1) y 23(28),

23(4B) y 24(38) a partir de la reacción de PCRsobre ADNgenómico. Usando los iniciadores

Rev y Fwd del plásmido se comenzó la secuenciación del gen. Los 5 clones fueron

secuenciados simultáneamente, algunos en forma parcial y otros en forma completa,
resultando muy similares entre si.

Otros oligonucleótidos utilizados para completar la secuenciación del gen.

ln_t_1_;5' ATGGAYATHAARAAYGTIAARCA 3'

(Secuencia peptídica) MDlKHVKH

lnt_2:5' TGY'l'l'lACR'l'l'Y'l'l'DATRTCCAT 3'

(Secuencia peptídica) MDlKNVKH

GDHl Sec: 5' ATGGGCGGTGGCGGCAAG3'

(Secuencia peptídica) MGGGKG

GDH_2Sec: 5' TCAGACTCCAGCGGG 3'

(Secuencia peptídica) SDSSG

C-ter: 5' CGTI'GGCAGCCI l IC 3'

Hter-4: 5' l l lGAGCAGGCGGTI'CA 3'

R: A, G

Y: C, T

l: inosina

H: T, C, A

D: T, G, A



De esta forma se obtuvo la secuencia llamada TcGluDH1que corresponde al clon 5( IS)

proveniente de la cepa Miranda 76 y la secuencia TcGluDH2 correspondiente al clon

23(4B) de la cepa Tulahuén 2 (GenBank Accession Numbers AF009364 y AF009365

respectivamente). Ambos genes, clonados y secuencíados completamente, contienen cada

uno 1341 nucleótidos (447 codones incluyendo el codón de terminación TGA),codificando

para una proteína de 446 aminoácidos. En la figura 14(a) se observan las secuencias

nucleotidicas de ambos genes como también la secuencia de aminoácidos deducida de

ellos. Las secuencias proteicas de TcGluDH1 y TCGluDH2presentan una identidad del

96% (figura 14(b)).

En la región GGGEGG de la secuencia proteica se encuentra conservado el residuo Lys

128 del sitio activo, marcado con un asterisco en la figura 14(b), deducido por homologia
con otras GIuDHs descriptas en la bibliografia.

Figura 14: Secuencia de los genes TcGluDHIy TcGluDHZ(dos páginas siguientes).
(a) Secuencia nucleotidica de los genes TcGluDHI y TcGIuDHZacompañada dela secuencia de aminoácidos
deducida de ellos.
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“TACACGAGCG‘I‘GGATGATTTCATCMCAMTGCGTGMGMGCGCGACCCCMT
H K Y T S V D D F I N K C V K D N>

CMCCCGMTI‘TGTGCAGGCGG’I'I‘CATGMGTAATGACCTCGCTTTGGCC‘I‘TI'I‘CTGGM
Q P E F V Q A V H E V H T S L H P P L B>

MGCATCCAGAGTACTGCCAGGATTCTC‘H‘CTGGAGCGACTGGTGGAGCCCGMCGTGTC
K H E Q D S L L E R L V E P E R V>

GTTCAG'I'I‘CCGCGTGTCATGGGTGGATGACMGGG‘I‘GMGTGCAGGTGMCCGGGCGTGG
V Q F R V S W V D D K G E V Q V N R A W>

CGTG‘I‘TCATTTCAACTCCAGCA‘l'I‘GGCCCATACMGGGCGGCATGCGGT‘I‘CCACCCCTCA
R F N S S I G P Y K G G M R F H P S>

GTGMCC‘I'GTCTA’H‘CTCMG'I'I'I‘C‘I'I‘GGC'I'I'TGAGCAGACA'I'I'CMGMCTCCTTGACA
V N L S I L K F L G F B Q T F K N L T>

ACACTTCCAATGGGCGGCGGCAMGGTGGGTCAGACTI‘TGACCCAAMGGGMGAGCGAC
T L P H G G G K G G S D F D P K G K S D>

CGTGAAGTGATGCGT'H'I‘TGTCAGGCTCTGGTGACGGAGC‘I’GTACCGCCACATCGGTCCC
R E V H R F C Q A L V T B L R H I P>

GATACGGATGTTCCAGCTGGTGACATCGGCG’I'I‘GGCGGTCGCGAGGTTGGCTACA'I’GGCA
D D V P A G D I G V G G E V G Y H A>

GGCATGAC‘I‘CAGAMC’I’GACAMCMCMGGCCTGCAGAT‘I'I‘ACAGGCMGGGCA’I'I‘TCG
G H T Q K L 'l‘ N N A C R T G K G I S>

'l'l'l‘CMGGGAGTCAGATGCGCCCCGAGGCTACGGGCTACGGTG‘I'I‘GTCTACTTTTTGGAT
F Q G S Q H E A T G V V Y F L D>

GCC'I‘TGCTGMGMGCATMCCAGGAACTGMGGGGA‘I‘GACAGTTG‘I'I‘GTGTCGGGGTCT
A L L K K H N Q E L K G H T V V V S G S>

GGCMCGTTGCGCMTACCC‘I‘G‘I'I‘GAGMRTGCC‘I‘CCMCTGGGCGCGMGG‘I’GC‘I‘CAGT
G N V A Q Y P V E K C L Q L G A K V L S>

GTCTCAGACTCACGGGGTTGTGTGCATGACG‘HGAGGGCTPCACCCCTGMAMCTGMG
V S D S R G C V H D V E G F T P E K L K>

GTCT'PGA’I'GGACATCMGMCGTGMGCACGGCACTGTGGAGGMTACACAMAGGG'H‘G
V L H D I K N V K H G T V K G L>

GGGCTTCAGTACCTACGCGGGGMACCCCATGGCACATCMGGCGGATATTGC‘I‘C‘I'I‘CCG
G L Q L R G E 'l' P H I K I A L P>

TGCGCGACGCAGMCGMCTGGAGC‘I'I‘GMGA’I‘GCGMGGCACTGATAMGMTGGTGTC
C A T Q N E L B B D A K I K N G V>

ACGGTTGTTGCTGAGGGTGCAMCATGCCGACAACGACGGATGCGACCATGGAATTCATC
T V V A E G A N H T H E F I>

MTGCCGGTGTCTTATTTGCCCCCGGAMGGCTGCCMCGCCAGGGGGGTCGCCATCTCT
N A G V L F A P G K A A N A R G V A I S>

GGTTTGGAGATGTCGCAGMCGCAGCGC‘I‘AAGCTGGACAGCCGAGGAGGTGGAGCMAM
G L E H S 0 N A A L S H T A E B V E Q K>

CTCCGCGAGATCATGMC’I‘CCATCCACGACGCGTGCGTGAMTATGGCACAGTGGGTGGC
L R E I H N S I H D A C V K Y G T V G G>

MGACGMTTACGTGMTGGGGCCMCAHGCCGGC'I'I‘TGTCMGGTCGCGGAGGCCATG
K T N Y V N G A N I A G F V K V A E A H>

MGGG‘I‘CTTGGCGTAG‘H‘TGA
K G L G V V '>
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Figura 14: Secuencla de los genes TcGluDHI y TcGluDHZ.
(b) Comparación de las secuencias proteicas correspondientes a los genes TcCiluDHI y TcGluDHZ. Las
zonas subrayadas corresponden a los péptidos aislados luego de la digestión con tripsina, Arg-C, Lys-Cy
BrCN.La zona N-terminal fue determinada previamante por secuenciación directa (Cazzulo et aL, 1988b).
Se resaltan los residuos diferentes de ambas secuencias. Las barras verticales indican identidad (l) y el
asterisco (') indica Ia localización del sitio activo en el residuo Lys 128.

Con la secuencia de aminoácidos de la proteína completa correspondiente a TcGluDH1y

TcGluDH2 se realizaron comparaciones con otras GluDH-HADPdel banco de datos. Los

resultados indicaron una mayor relación de la enzima de T.cruzi con la correspondiente

de E. coli, Salmonella thyphimurium y Haemophilus influenzae que con la enzima de
otros organismos eucariontes como G. intestinalis, C. sorokiniana, N. crassa y S.
cerevisiae. La comparación entre dichas secuencias se observa en la figura 15(a),

acompañada de una tabla que indica el grado de homología entre ellas.
Por otro lado con dicha información más otras secuencias de GluDHs-NADPdel banco de

datos, se construyó un árbol filogenético que permite arribar a la misma conclusión (figura

15(b)).



Figura 15: Comparación de la GluDH-NADPde T. cruz! con las GluDHs del banco de datos.
(a) Comparación de la secuencia de aminoácidos entre TcGluDHI, TcGIuDH2y las GluDHs de E. coli (Valle
etal., 1983),S. thyphimurium (Bansaleta1., 1989),H. influenzae (Fleischmann etaL, 1995), G. intestinalis
(Yeeand Dennis, 1992), C. sorokiniana (Cock et aL, 1991), N. crassa (Kinnard and Fincham 1983) y S.
cerevisiae (Hagasu and Hall, 1985). Para dicha comparación se utilizóel programa de alineamiento Múltiple
de Secuencia, Megalign, de Lasergene (DNA STAR, Inc, Madison, Wl, USA) que emplea el algoritmo de
Jotun Hein (Hein, 1990). Los residuos marcados indican identidad con respecto a la secuencia TcGluDHl.
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residuos

TC GluDH 1

Tc GluDH 2
Escherichia coli
Salmonella cyphimurium
Haemophilus influenzae
Giardia intestinalis
Chlorella sorokiniana
Neurospora crassa
Saccharomyces cerevisiae

Tc GluDH 1
TC GluDH 2
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Haemophilus influenzae
Giardia intestinalis
Chlorella sorokiniana
Neurospora crassa
Saccharomycescerevisiae

TC GluDH 1

TC GluDH 2
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Haemophilus influenzae
Giardia intestinalis
Chlorella sorokiniana
Neurospora crassa
Saccharomycescerevisiae

TC GluDH 1

Tc GluDH 2
Escherichia coli
Salmonella cyphimurium
Haemophilus influenzae
Giardia intestinalis
Chlorella sorokiniana
Neurospora crassa
Saccharomycescerevisiae

Tc GluDH l
Tc GluDH 2
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Haemophilus influenzae
Giardia intestinalis
Chlorella sorokiniana
Neurospora crassa
Saccharomycescerevisiae

¿han match Tc GluDH 1 exactly.



Porcentaje de similitud

g 1 2 3 4 5 6 7 e 9

5 1 96.0 71.0 71.0 68.0 57.0 54.0 54.0 51.0 1 Tc GluDH 1
9 2 1.8 69.0 70.0 67.0 56.0 55.0 53.0 51.0 2 Tc GluDH 2

g 3 11.1 11.9 92.0 74.0 57.0 55.0 56.0 54.0 3 Escherichia coll
"-5 4 11.5 11.8 2.2 74.0 57.0 54.0 57.0 54.0 4 Salmonella typhlmurlum

3 5 13.6 13.4 10.1 10.1 58.0 55.0 56.0 55.0 5 Haemophilus lnfluenzae
o 6 20.3 20.5 18.4 19.0 18.6 59.0 55.0 54.0 6 Giardia lntestlnalls

E 7 26.0 25.8 25.3 25.9 25.2 23.3 54.0 50.0 7 Chlorella soroklnlana
E 8 23.4 23.8 21.4 22.0 22.1 21.7 27.4 65.0 B Neurospora crassa
e 9 24.7 24.7 22.9 23.0 23.1 22.5 29.2 15.8 9 Saccharomyces cerevlslae

a 1 2 3 4 5 6 7 l a 9

Figura 15: Comparación de la GluDH-NADPde T.cruzl con las GluDHs del banco de datos.
(a) Tabla indicando el grado de homología entre las secuencias de las enzimas mencionadas.
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Figura 15: Comparación de la GluDH-NADPde T.cruzl con las GluDHs del banco de datos.
(b) Arbol filogenético de todas las GIuDH-NADPdependientes conocidas del banco de datos. La secuencia
de TCGluDH, fue comparada con la de TcGluDHZ y con las GluDHs de E. coli (Valle et aL, 1983). S.
thyphimurium (Bansal et al., 1989), H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), G. intestinalis (Yeeand
Dennis, 1992), C.sorokiniana (Cocket aL, 199]), Corynebacterium glutamicum (Bórmann etal., 1992),
Debaryomyces occidentalis (De Zoysa et al.. 199]), S. cereuisiae (Nagasu and Hall, 1985), Emericella
nidulans (Hawkinset al., 1989), N. crassa (Kinnardand Fíncham. 1983), Agaricus bisporus (Schaap et
aL, 1996), Laccaria bicolor (Swiss-ProtAccession Number P54388), H. salinarum (Benachenhou and
Baldacci, 1991), Synechocystis sp (Chávez et aL. 1995) y S. shibatae (Benachenhou-Lahfa et aL, 1994).
Para dicha comparación se utilizóel progmma de alineamiento Múltiplede Secuencia, Megalign, de Lasergene
(DNA STAR, Inc, Madison. WI, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).



El análisis de la preferencia en el uso de codones de la GluDH-NADPde T.cruzí (figura 16

(a y b)) mostró que para el aminoácido leucina (L) rara vez se utiliza el codón (JUA, lo

mismo que para la valina (V)el codón GUA,al igual que en E. coli. Sin embargo el codón

preferido para (V)en 'IÏcruzí es GUGy en E. coli es GUU.Además se detectaron diferencias

entre ambos organismos en las preferencias para los aminoácidos prolina (P), CCC en T.

cruzí sobre CCG en E. coli, treonina (T), ACA o ACG en T. cruzí sobre ACC en E. coli.

Para alanina (A), en T.cruzí rara vez se utiliza el codón GCA lo mismo que para Tirosina

(Y) el codón UAU. Para asparagina (N), lisina (K) y arginina (R) se prefiere AAC, AAG y

CGC respectivamente en la GluDH-NADPde T. cruzí. Para la glicina (G) el codón usado

con mayor frecuencia en ambos genes es GGC.

E. coli GluDH-NADP
453 CODONES

MW:48933 DALTON

TTT PHE F 11 TCT SER S 4 TAT TYR Y 5 TGT CYS C 1
TTC PHE F 11 TCC SER S 5 TAC TYR Y 5 TGC CYS C 3
TTA LEU L l TCA SER S 5 TAA OCH Z 1 TGA OPA Z 1
TTG LEU L 1 TCG SER S 1 TAG AMB Z 0 TGG TRP W 5

CTT LEU L 6 CCT PRO P 2 CAT HIS H 6 CGT ARG R 9
CTC LEU L 6 CCC PRO P 0 CAC HIS H 4 CGC ARG R 12
CTA LEU L 3 CCA PRO P 1 CAA GLN Q 8 CGA ARG R 1
CTG LEU L 18 CCG PRO P 12 CAG GLN Q 15 CGG ARG R 0

ATT ILE I 4 ACT THR T 6 AAT ASN N 9 AGT SER S 1
ATC ILE I 12 ACC THR T 11 AAC ASN N 9 AGC SER S 6
ATA ILE I 1 ACA THR T 4 AAA LYS K 18 AGA ARG R 0
ATG MET M 18 ACG THR T 1 AAG LYS K 4 AGG ARG R 0

GTT VAL V 17 GCT ALA A 8 GAT ASP D 14 GGT GLY G 21
GTC VAL V 8 GCC ALA A 17 GAC ASP D 5 GGC GLY G 22
GTA VAL V 5 GCA ALA A 10 GAA GLU E 23 GGA GLY G 2
GTG VAL V 9 GCG ALA A 13 GAG GLU E 8 GGG GLY G 4

Figura 16(a): Preferencia en el uso de codones de la GluDH-NADPde E. colL



T.cruzi G1uDH2
447 CODONES

Mw:48776 DAL'I‘ON

TTT PHE F 11 TCT SER S 4 TAT TYR Y l TGT CYS C 2
TTC PHE F 7 TCC SER S 3 TAC TYR Y 11 TGC CYS C 6
TTA LEU L l TCA SER S 5 TAA OCH Z - TGA OPA Z 1
TTG LEU L 6 TCG SER S 4 TAG AMB Z - TGG TRP W 5

CTT LEU L 8 CCT PRO P 3 CAT HIS H 5 CGT ARG R 4
CTC LEU L 4 CCC PRO P 7 CAC HIS H 5 CGC ARG R 7
CTA LEU L 2 CCA PRO P 6 CAA GLN Q 5 CGA ARG R l
CTG LEU L 13 CCG PRO P 2 CAG GLN Q 12 CGG ARG R 3

ATT ILE I 5 ACT THR T 2 AAT ASN N 5 AGT SER S 2
ATC ILE I 9 ACC THR T 4 AAC ASN N 16 AGC SER S 4
ATA ILE I 1 ACA THR T 10 AAA LYS K 10 AGA ARG R 1
ATG MET M 15 ACG THR T 9 AAG LYS K 24 AGG ARG R 1

GTT VAL V 15 GCT ALA A 6 GAT ASP D 10 GGT GLY G 13
GTC VAL V 9 GCC ALA A ll GAC ASP D 10 GGC GLY G 22
GTA VAL V 2 GCA ALA A 4 GAA GLU E 13 GGA GLY G 1
GTG VAL V 20 GCG ALA A 11 GAG GLU E 18 GGG GLY G 10

Figura 16(b): Preferencla en el uso de codones de la GluDH-HADPde T. cruzL

Elgen completo TcGluDH] fue utilizadocomo sonda para determinar el número de genes

y para detectar su ubicación cromosomal en distintas cepas y clones del parásito. Por
otro lado, se estudió la expresión del ARNm correspondiente y se buscaron genes
homólogos en otros Trypanosomátidos.

Estudios estructurales del gen.

Southern blot sobre ADNgenómico.
El ADN genómico de las cepas Tul2 y RAy del clon CA-l/72 de Trypanosoma cruzi, y

el ADN de C. fasciculata, L. mexicana y T.rangeli fue digerido con las siguientes

endonucleasas de restricción: EcoRl, Hindlll, Pstl, Bglll, Sspl y Dral. Los fragmentos de

ADN obtenidos luego de ser fraccionados en un gel de agarosa 1%,fueron transferidos

a un filtro de nitrocelulosa. Dicho filtro fue procesado como se detalla en Materiales y

Métodos, prehibridizado y finalmente enfrentado, según el caso, con una sonda

correspondiente al extremo C-terminal (figura 17 (a)) o con una sonda conteniendo el

gen completo TcGluDH1(figura 17 (b)).



El patrón de bandas resultante de las digestiones del ADN genómico de la cepa Tul2,

revelado con cualquiera de las dos sondas, sugiere Ia presencia de más de un gen por

genoma haploide. Al digerir el ADN con la enzima Bglll, la sonda reconoce un fragmento

de aproximadamente 2300-2500 pb que contendría por lo menos una copia del gen
completo más un adicional de 1000 pb.

La cepa RA presenta un patrón de restricción bastante semejante al de Tul2 en las
condiciones previamente descriptas, salvo algunas bandas en el caso del tratamiento con

las enzimas Hindlll y Pstl.

En cambio, el Southern blot realizado con el clon CA-l/72 reveló solo bandas únicas en

todos los tratamientos. Sin embargo la banda obtenida por digestión con Bglll coincide

con el tamaño de 2500 pb presente en las cepas Tul2 y RA.

Las señales más nitidas se detectaron en las cepas y clones de T.cruzi y en T. rangeli,

sobretodo al utilizar la sonda correspondiente al gen completo y en condiciones muy

estrictas. A pesar de la claridad de las señales, el patrón de bandas observado en T.

rangeli resultó ser muy diferente al de Tul2.

En cambio, en los Southern blots de C. fasciculata y L. mexicana no se observaron

señales, ni siquiera en condiciones de lavado menos estrictas. Estos resultados sugieren

por un lado la presencia de por lo menos dos genes para la GluDH-NADPen los primeros

organismos mencionados y genes diferentes, posiblemente poco homólogos en C.
fascículata y L. mexicana (figura 17 (b)).
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Figura 17: Ensayo de Southern blot sobre ADNgenómico de distintos parásitos, cepas y clones.
(a) Entre 5 y 10 ug de ADNtotal de las cepas Tul2, RAy del clon CA-l/72 fueron digeridos con las siguientes
enzimas de restricción: calle l: EcoRl; calle 2: Hindlll;calle 3: Pstl; calle 4: Bglll; calle 5: Sspl; calle 6: Dra].
Los fragmentos obtenidos fueron enfrentados, en ensayos de Southern blot, con la sonda de 270 pb
correspondientes al extremo C-terminal de la enzima.
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Figura 17: Ensayo de Southern blot sobre ADNgenómíco de distintos parásitos, cepas y clones.
(b) Entre 5 y 10 ug de ADN total de las cepas Tu12de T cruzi, T. rangeli LDG stock, C. fasciculata y L.
mexicana fueron digeridos con las siguientes enzimas de restricción: calle 1: EcoRl; calle 2: Hindlll;calle 3:
Bglll;calle 4: Sspl; calle 5: PstI. Los fragmentos obtenidos fueron enfrentados, en ensayos de Southern blot,
con una sonda correspondiente aI gen completo TcGluDH1.



Detección de polimorfismos con enzimas de restricción.
Con el objeto de determinar posibles polimorfismos en el gen de estudio, se realizó un

mapa de restricción del producto de 1350 pb correspondiente al gen completo, obtenido

de la reacción de PCRde los fagos positivos y de ADNgenómico. Conociendo la secuencia

nucleotídica del gen se eligieron las enzimas de restricción EcoRl, Bglll, BamHl, HindIIIy

Kpnl. Las enzimas BamHI, Hindlll y Kpnl no presentan sitios de corte dentro del gen,

mientras que EcoRl corta cerca del extremo C-terminal y Bglll después del codón de
terminación.

Como puede observarse en la figura 18, el patrón de restricción generado sobre el material

proveniente del ADN genómico evidencia un polimorfismo en el sitio EcoRl a diferencia

del obtenido sobre los distintos fagos positivos. Esta enzima permitió distinguir 2 clases

de genes que codifican para la GluDH-NADP.Con el resto de las endonucleasas utilizadas
no se detectaron diferencias.

Figura 18: Polimorfismo Pane'A ey
en el sitio EcoRl. ¿x
El ADN proveniente de las ¿b‘o
reacciones de PCR fue 1 2 3 4 5 6 e,
digerido por varias horas
con endonucleasas de
restricción. Panel A:
digestiones del ADN de la

reacción de PCR sobre PB 1353pb
ADN genómico. La p 872 Pb
digestión completa fue 600pb
sembrada en un gel de
agarosa 1,5% teñido con 300pb 281 pb
BrEt. Calle 1: ADN sin
digerir; calle 2: EcoRl; calle
3: Hindlll; calle 4: Bglll; calle
5: BamHl; calle 6: Kpnl. La
escalera de 100 pb fue
utilizada como marcador
de peso molecular.
Panel B: Digestión con
EcoRl del producto de PCR
realizado sobre los fagos positivos. Calle 1: PCR fago Ml(1); calle 2: PCR fago 76(1); calle 3: PCR fago
X26); calle 4: PCR fago 72(2); calle 5: PCR fago 22(1); calle 6: PCR genómico. <|X174Haelllfue utilizado
como marcador de peso molecular.



Estos resultados acerca de la presencia de más de un gen que codifica para la GluDH­

HADP en el ADN genómico, son coherentes con los obtenidos en los experimentos de
Southern blot.

Para corroborar los datos mencionados se trataron ios mismos productos de PCRcon la

enzima Apol cuyo sitio de restricción contiene al sitio EcoRl, obteniéndose un patrón de
restricción semejante al de la enzima EcoRi.

Si la digestión del producto de PCR hubiera sido insuficiente, los fragmentos obtenidos
deberían mostrar diferente intensidad.

ECORI 5 ' G A A T T C 3 '

3 ' C T T A AÏG 5 '

AQOI 5 ' Pu A A T T Pi 3 '
3 ' Pi T T A A Pu 5 '

Pu: purina (A. G)

Pi: pirimidina (C. T)

Polimorfismos detectados por secuenciación en el extremo
N-terminal.
Se determinó la secuencia del extremo 5' de diferentes clones, ya sea provenientes de

reacciones de PCR sobre ADN genómico como de ADN de los fagos positivos.

El resultado de la comparación de tres clones genómicos de la cepa M76 y 3 clones de la

cepa Tu12,uno de ADNgenómico y dos de ADNcmostró que todos presentaban cambios
conservativos de nucleótidos.

Como se detalla en la figura 19, se encontraron varias diferencias en una zona de

aproximadamente 40 nucleótidos del extremo 5' del gen. Todas estas diferencias
corresponden a cambios en una sola base, siempre ubicadas en la tercera posición de
cada codón sin que los mismos se traduzcan en cambios de la secuencia aminoacídica.



Solo en el caso del aminoácido serina (S) se produce un cambio completo del codón (las

tres bases), que también resulta silencioso, ya que en el código genético hay seis tripletes

que codifican para dicho residuo.

Estos resultados sugieren que existen por lo menos 3 genes diferentes que codifican para

la GluDH-NADPen ambas cepas de parásitos, coincidiendo con los resultados obtenidos

del Southern blot, aunque no podemos conocer si todos ellos son activos o son
pseudogenes.

Como el ADN utilizado en los experimentos proviene de reacciones de PCR y la Taq

polimerasa tiene una tasa de error estimada en 2X10'4nucleótidos/ciclo (1/5000), se

puede pensar que podría tratarse de errores. Sin embargo, aunque los errores introducidos

por la enzima no pueden excluirse, la naturaleza conservativa o silenciosa de todos los

cambios detectados hace que esta sea una alternativa poco probable.

ATGAAGTACACGAGCGTGGATGACTTTATCAACAAGTGCG N-cer T. CI'UZJ'GIUDHI1

1 ATGAAGTABACGAGBGTGGAGATTTTATAACAAGTGCG N-ter Eagol
1 ATGAA TACACGAGCGTGGA GATTTAT AACAAGTGCGN-terfagoz1

1

1

ATGAA TACACGAGCGTGGATGA TT ATCAACAA TGCGN-terT.cmz¿‘GJuD/í2
ATGAAGTACAC CGTGGACGACTTTATCAACAAGTGCGN-terl
ATGAAGTACAC GTGGA GACTTTATCAACAAIBTGCGN-terz

41TGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-terT.cruszJuDH1
leGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-terfiagol
leGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-tetfagoz
41TGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-terT.cruszjuD/í2
41TGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-terl
41TGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-terZ

Figura 19: Microheterogeneldades en la secuencia nucleotídlca del extremo 5' de la reglón de
códlgo del gen.
Dos clones completamente secuenciados (TcGluDH,y TcGluDH2)ycuatro clones secuenciados parcialmente
(dos provenientes de fagos recombinantes, N-ter fago 1 y 2, y dos provenientes de ADN genómico, H-ter l
y 2) fueron comparados. Encerradas en cajas se indican las diferencias encontradas entre las secuencias
nucleotídicas. Para dicha comparación se utilizóel programa de alineamiento Múltiplede Secuencia, Megalign,
de Lasergene (DNA STAR, Inc, Madison, Wl, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).

¿Los genes de la GluDH-NADPse organizan en tandem?
Con frecuencia en los Trypanosomátidos los genes con copias múltiples se encuentran
ordenados en tandems, como ocurre por ejemplo con los genes de la cruzipaína de T.

cruzi (Campetella et aL, 1992). Para estudiar la posibilidad de que los genes que codifican

para la GluDH-NADPse encuentren organizados de esta manera, se realizaron ensayos de
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digestiones parciales en tiempos crecientes desde 1 hasta 90 minutos. Para el experimento

se eligió la enzima Bglllque corta a la derecha del codón de terminación del gen. El ADN

genómico de la cepa Tu12 de T. cruzi digerido con esta enzima fue utilizado para un

ensayo de Southern blot usando una sonda del gen completo TcGluDH1. Los resultados

obtenidos nos permitieron descartar la hipótesis de la disposición de los genes en tandem.

Como se puede observar en la figura 20, con tiempos crecientes de incubación con la

enzima solo puede detectarse una banda de aproximadamente 2.5 a 2.8 kpb que aumenta

su intensidad a medida que aumenta el tiempo de tratamiento con la enzima.

12345678

Figura 20: Digestiones parciales con la enzima Bglll
para verificar si los genes de la GluDH-NADP
dependiente se disponen en tandem.
La mezcla de reacción contiene 100 ug de ADNgenómico
de epimastigotes de la cepa Tul2 y 50 U de enzima en un
volumen final de 500 tu. Se precalienta dicha mezcla a 37 ' C

2,5 kpb

antes del agregado de la enzima. Se sacan 50 ul de la
incubación por cada tiempo elegido y se detiene la reacción
como se indica en la sección de Materiales y Métodos. El
material obtenido se siembra en un gel de agarosa 1%
mediano y se corre a 3 V/cm toda la noche. Luego de la
transferencia se realiza un ensayo de Southern blot usando
como sonda el gen completo TcGluDHz. Los tiempos
elegidos para las digestiones parciales fueron: calle 1: 1'; g
calle 2: 5'; calle 3: 10'; calle 4: 15'; calle 5: 30'; calle 6: 45';
calle 7: 60'; calle 8: 90'.

Electroforesis en campo pulsado (PFGE).
Esta nueva técnica de electroforesis en gel permite la separación de moléculas de un

tamaño entre 30 y 2000 kpb, utilizando geles 1.5%y entre 10 y 20 ug de ADN por calle.

Utilizando sondas adecuadas puede asignarse cada banda del gel al cromosoma
correspondiente en ensayos de Southern blot (Schwartz and Cantor 1984; Van der Ploeg

et aL, 1984).
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Para conocer la distribución de los genes de la GluDH-NADPen los cromosomas del

parásito se realizaron ensayos de PFGE y Southern blot con los siguientes clones: TuliO,

Sylvio X10/7, H03/5, CanllI, NIH,YIE9, YIEIO, CA-l/72 y CA-I/72hdna, las cepas Tu12,

RAy los parásitos T.rangeli, C. fasciculata y L. mexicana.

1 2 3 4 5 6 9 10 M 13 14

onn

: y cn

‘7 1580

1035

%%

Figura 21: PFGEde distintos parásitos, cepas y clones.
ElPFGEfue corrido como se describe en la sección de Materialesy Métodos usando los siguientes parásitos,
cepas y clones: calle 1: Tul2; calle 2: TullO; calle 3: Sylvio X10/7; calle 4: HO3/5; calle 5: CANlll; calle 6:
NIHZ; calle 7: YlE9; calle 8: YlElO; calle 9: CA-l/72; calle 10: CA-l/72 hDHA; calle 11: RA; calle 12: L.
mexicana; calle 13: T.rangeli; calle 14: C.fasciculata. CalleM:los cromosomas de S. cereuisiae (Bio-Rad)
(2200, 1600, 1125, 1020, 945, 850, 800, 770, 700, 630, 580, 460, 370, 290 y 245 kpb) e YP148 (2500,
1580, 1115, 1025, 970, 946, 829, 791, 752, 681, 598, 550, 441, 351, 276, 213 y 90 kpb) fueron usados
como marcadores de peso molecular. Luego de la transferencia se realiza un ensayo de Southern blot
usando como sonda el gen completo TcGluDH1

El Southern blot de las bandas cromosomales de los parásitos, resueltas en un PFGE fue

revelado usando una sonda del gen completo TcGluDH1.Dicho ensayo reveló dos regiones

de hibridización. Una de ellas corresponde a la zona de compresión (CR), la cual, en las

condiciones particulares en las que se hizoel ensayo, contiene cromosomas de un tamaño

mayor a 2500 kpb. La otra banda fue encontrada en diferentes stocks de parásitos entre
los marcadores de 1035 y 1580 kpb (figura 21).
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En cambio no se detectaron bandas de hibrídizacióncon los cromosomas de C.fasCiculata

y L. mexicana a pesar de que se puede detectar baja actividad GluDH-NADPen extractos

de estos organismos.

En el caso de T.rangeli pudo observarse una zona de híbridización débil con el ADN en la

zona del orígen, sugiriendo que posiblemente un gen homólogo se encuentra localizado

en un cromosoma muy grande.

Expresión de la GluDH-NADPen los distintos
estadios y cepas de T.cruzí y en otros parásitos.

Ensayos de Northern blot.
Las muestras de ARNtotal provenientes de los distintos parásitos, clones, cepas y formas

del ciclo de vida fueron utilizadas para realizar ensayos de Northern blot usando una

sonda marcada por “random primíng” que contiene el gen entero TcGluDH1de T.cruzí.

Los resultados obtenidos muestran una banda única de un tamaño aproximado de 1600,

1700 pb para epímastigotes de las cepas Tu12y RA respectivamente y 1300-1400 pb,
para epímastigotes del clon Silvio.

123456789

Figura 22: Ensayo de Northern blot.
En cada calle fueron sembrados 30 ug de ARNtotal de los
siguientes parásitos: calle 1: Tul2 (epímastigotes); calle 2:
Trangeli; calle 3: RA (epímastigotes); calle 4: RA
(tripomastogotes); calle 5: RA (amastigotes); calle 6: CL
(metacíclicos); calle 7: Silvio (epímastigotes); calle 8: C.
fascículata y calle 9: L. mexicana. Los marcadores de peso
molecular: 4,7 y 1,9 kpb. El gen completo TcGluDH1 fue
utilizado como sonda.



No se detectó ninguna señal en C.fasciculata ni en L. mexicana aún luego de varios días

de exposición sugiriendo que las enzimas en estos parásitos podrían ser muy diferentes.

En el caso de T. rangeli, tampoco se observaron señales a pesar de mostrar un patrón

claro de bandas, muy diferentes a Tul2, en el ensayo de Southern blot.

Mientras que en la forma epimastigote se observa una banda intensa, en las formas

amastigote y tripomastigote de Ia cepa RAsolo pueden detectarse señales muy débiles

luego de largos periodos de exposición de la placa radiográfica. La señal no aumenta ni

siquiera sembrando 30 pg de ARNtotal en cada caso como se puede observar en la figura
22.

Las diferencias obtenidas en las señales de las distintas formas del ciclo de vida del T.

cruzí indican que la GluDH-NADPes una enzima regulada en el desarrollo.

Medición de la actividad GluDH.
Para analizar la existencia de una correlación entre los resultados obtenidos en el Northern

blot y la cantidad de proteína y su actividad, se midió la actividad específica de las enzimas

GluDH (NAD y NADPdependientes), en las distintas cepas y formas del ciclo de vida del

parásito, a partir de un extracto crudo, cuyos resultados se detallan en la Tabla 2.

GluDH-NADP GluDH-NAD

AE (unid/min/mg de prot) AE (unid/min/mg de prot)

RA(e) 11,6 0,52

RA(t) 0,875 0,172

RA(a) 0,048 0,058

T2(e) 11,6 0,91

Sil(e) 5,2 0,60

Sil(m) 0,857 0,31

Tabla 2: Actlvldad específica de las enzlmas GluDH-NADPy GluDH-NADdependientes de T.cruz!
en diferentes cepas y estadios del ciclo de vida.
Se detallan los valores de actividad específica en: RA epimastigotes RA(e), RA tripomastigotes RA(t), RA
amastigotes RA(a), Tul2 epimastigotes T2(e), clon Silvioepimastigotes Sil(e) y Silvio metacíclicos Sil(m).



La actividad específica de Ia GluDH-HADPde la forma amastigote representa el 0,4% de

la actividad de la forma epimastigote tanto de Tul2 como de RA, mientras que la forma

tripomastigote alcanza poco menos del 10%.

En cambio la actividad específica de la GluDH-NADdependiente es muy baja en todos los

casos, sin embargo, en los amastigotes representa casi el 7% de la actividad de la forma

epimastigote de Tul2 y en los tripomastigotes cerca del 20%.

Detección de la GluDH-NADPen ensayos de Western blot.
Los resultados de medición de la actividad enzimática, se completaron con la comparación

de la cantidad de proteína GluDH-HADPen cada forma del parásito a través de un gel de

poliacrilamida con SDS teñido con Coomassie Blue. Para que los resultados fueran

comparables se realizaron dos geles, en los cuales cada calle fue sembrada con el mismo

número de parásitos (5x106 parásitos/calle) o con igual masa de proteinas (50 ug de

proteína/calle). Con los geles transferidos se realizaron ensayos de Western blot, que

mostraron para ambos condiciones de siembra, una menor cantidad de proteína GluDH­

NADPen las formas amastigote y tripomastigote en comparación con la forma epimastigote

de Tul2 o RA (figura 23).

Esto significa que las variaciones en los niveles de ARHm de la GluDH-NADP se

correlacionan con la cantidad de proteína y su actividad enzimática.
Las diferencias en los niveles de ARNm en las diferentes formas del ciclo de vida del

parásito pueden deberse a una disminución en la expresión del gen debido a la presencia
de mecanismos de regulación de la transcripción, muy poco estudiados en T.cruzi, o a

una alta tasa de degradación del ARHm correspondiente a la GluDH-NADP.
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Figura 23: Detección de GluDH-NADP
en distintos estadios del ciclode vida Panel A Panel B
por ensayos de Western blot.
Los geles SDS-PAGE 10% transferidos,
fueronenfrentadosen ensayos de Western 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5
blot con el anticuerpo policlonal y
monoespecífico anti GluDH-NADP
purificada (dil. 1/1500). Panel A: gel
sembrado con igual número de parásitos
por calle (5x10Gparásitos/calle). Panel B:
gel sembrado con igual cantidad de
proteínas por calle (50 ug de proteína/
calle). Calle 1: Silvio (epimastigotes); calle
2: RA (amastigotes); calle 3: RA
(tripomastígotes); calle 4: RA
(epimastigotes); calle 5: Tul2
(epimastigotes); calle 6: GIuDH-NADP
purificada (lmg); calle 7: marcadores de
peso molecular. Los pesos moleculares se
indican en kiloDaltones.

47 kDa

Expresión de la GluDH-NADPrecombinante en E.
coli usando el vector de expresión pET-22b(+).

Estrategia para la obtención del clon recombinante.
Con el objeto de conocer si el gen clonado y secuenciado, TcGluDH1 proveniente de la

cepa Miranda 76 de T.cruzi era activo (pT7-TcGluDH1), se procedió a subclonarlo en el

vector de expresión pET-22b(+). Luego de linealizarlo con la enzima Hindlll, fue utilizado

como sustrato para una reacción de PCR. Los oligonucleótidos usados en la reacción
fueron construidos teniendo en cuenta los extremos 5' y 3' del gen clonado además de

una secuencia adicional que introduce sitios específicos para las endonucleasas de
restricción Ndel y Xhol, respectivamente. Se eligieron estos sitios de restricción por ser

compatibles con el vector de expresión pET-22b(+).



H-ter expr:
Tm: 58°C

Ndel
5' TATACAT ATG AAG TAC ACG AGC GTG GAT 3'

Met Lys Thyr Thr Ser Val Asp

C-ter expr:
Tm: 62°C

Xhol

5' ATG AAG GGT CTI" GGC GTA GTI" CTC GAG CAC 3'

Met Lys Gly Leu Gly Val Val Leu Glu His

Para esta amplificación se realizó un ciclo de desnaturalización de 4 minutos a 94°C

seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C,

seguidos de una extensión final de 10 minutos a 72°C.

La reacción fue corrida en un gel de agarosa 1%.El producto obtenido consistió en una

banda única cuyo tamaño aproximado fue de 1400 pb. Para evitar la acción residual de la

Taq polimerasa la banda obtenida fue purificada y luego sometida a la digestión combinada
con las endonucleasas Hdel-Xhol.

Debido a que la enzima Ndel corta de forma ineficiente cerca de los extremos, además de

ser muy inestable (su vida media en la reacción es de 15 minutos) y sensible a impurezas

en la preparación de ADN,el producto de PCRfue primeramente clonado en el plásmido

pT7 para favorecer la digestión con Ndel-Xhol. El fragmento obtenido de 1360 pb fue

purificado y subclonado finalmente en el plásmido de expresión pET-22b(+) (Novagen)

en los sitios Ndel-Xhol.Con él se transformaron bacterias E. coli Novablue, plaqueadas

en medio LB agar con ampicilina, lPTG y X-gal (figura 24).

Las bacterias Novablue son elegidas inicialmente porque en ellas el gen introducido en el

plásmido pET-22b(+) se mantiene silencioso (no se transcribe), ya que no tienen el gen

de la ARN polimerasa del fago T7. Son convenientes para el clonado inicial en el vector

pET-22b(+) y para el mantenimiento del plásmido, ya que las bacterias son recA' y

presentan alta eficiencia de transformación dando buen rendimiento en la preparación

del plásmido.
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pT7-TcG/uDH1mag

Hindi/l N del EcoRV Ba nHI KpnI EcoRI Hindlil

EcoHI BgiII

EGMZL-fl

PCR
5' 3' 3' 5'

OllgoNdeI-Nter olígoXhoI-Cter pET 22M...)Ma

M121 BamH/ EcoRI ¿(n01

|:.:-:-:-:':':'í-I'Z'3-3'ï‘ï'1l l ­

Promotor T7 operador Iac región peIBProducto amplificado His. Tag Tenninador
aprox 1400pb 77

Digestión NdeI-Xhol Digestión NdeI-Xhol

Ligación

Bgl/l Mei IQQLUQH xauu

PromotorT7 operador iac His. Tag Tenn7igador

Transformación células Novablue, BL26(DE3)
Inducción

Figura 24: Estrategia de clonado en el vector de expresión pET-22b(+).



Con los plásmidos obtenidos de las colonias positivas se realizó un mapa de restricción

para comprobar la integridad y orientación del gen, eligiendo las siguientes enzimas: EcoRl.

Bglll, EcoRl-Bglll, Ndel, Xhol y Xhol-Ndel.

Finalmente, para la producción de la proteína, el plásmido recombinante se transfirió a

una cepa bacteriana que contiene una copia cromosomal del gen de la ARNpolimerasa

de T7. Este va acompañado con un ADEB(derivado lisógeno de 7»)que lleva un fragmento

de ADN conteniendo el gen lacl y el promotor lac UV5 (que dirige la transcripción y es

inducible por lPTG). Por lo tanto, al agregar IPTG aI medio de cultivo se induce la ARN

polimerasa de T7 permitiendo Ia transcripción de los genes río abajo del promotor.

La cepa bacteriana BL26(DE3) (baja eficiencia de transformación) fue elegida para la

expresión de la proteína recombinante. También fueron transformadas bacterias
BL26(DE3)PLysS que contienen una lisozima capaz de inhibir a la ARNpolimerasa de T7.

Por esta razón la expresión del gen clonado debería ser menor al inducir las células con

lP'l'Gy las colonias resultantes serian de mayor tamaño. De esta forma expresando poca

proteína recombinante, las bacterias pueden sobrevivirsi el producto inducido no es tóxico.

Altransformar bacterias BL26(DE3)PLysS,se obtuvieron colonias de mayor tamaño como

era lo esperado, indicando que el producto del gen no es tóxico para las células. En

cambio, en las bacterias BL26(DE3), aI establecer la inducción con lPTG, se logra la

sobreproducción de la GIuDH-NADP,resultando las colonias sobrevivientes más pequeñas.
Los datos obtenidos se detallan en la Tabla 3.

l BL26(DE3)PLysS I BL26(DE3)

Sin transformar césped césped
Transformada 110 colonias grandes 480 colonias grandes
Transformada e inducida l 120 colonias grandes 400 colonias chicas

Tabla 3: Comparación entre las células BL26(DE3)PLysSy BL26(DE3).
Ambos tipos de bacterias fueron plaqueados en medio LBagar con o sin ampicilina (100 mg/ml). Bacterias
no transformadas con el plásmido pET-22b(+)-GIuDH;transformadas con el plásmido; transformadas e
inducidas con lP'l'G.Luego de una incubación toda la noche a 37°C se contaron las colonias.
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(.lnavez obtenido el clon recombinante y sabiendo que el producto no resulta tóxico, se

crecieron ambos tipos de bacterias en un medio LBcon ampicilina para su miniinducción.

Miniinducciónpara la expresión de la proteína recombinante.
A partir de una colonia recombinante de bacterias BL26(DE3) y BL26(DE3)PLysS

transformadas con el plásmido conteniendo el gen TcCíluDH1 (pET-22b(+)-GluDH) se

realizó la miniinducción de acuerdo al protocolo detallado en la sección de Materiales y
Métodos.

Todas las fracciones obtenidas para ambos tipos celulares, llamadas, proteínas totales,

solubles e insolubles provenientes de bacterias inducidas y sin inducir, asi como también

las proteínas totales de las bacterias no transformadas con el plásmido mencionado, fueron

corridas en un gel de poliacrilamida 10%con SDS teñido con Coomasie Blue. Los resultados

obtenidos se detallan en la Figura 25(a) y (b).

BL26 (DE3)

Panel A Panel B

Figura 25: SDS-PAGE 10% de las distintas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
fracciones provenientes de una miniinducción. » . v
(a) gel correspondiente a las fracciones de las células
BL26(DE3). Panel (A): bacterias sin transformar con
el plásmido recombinante. Panel (B): bacterias
transformadas con el plásmido recombinante. Calles
1 y 7: proteínas totales de un cultivo sin inducir; calles
2 y 8: proteínas totales de un cultivo inducido; calles 3
y 9: proteinas solubles de un cultivo inducido; calles 4
y 10: proteínas insolubles de un cultivo inducido; calle
5: marcadores de peso molecular; calle 6: GluDH­
HADP pura.
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BL26 (DE3) PLysS

Panel A Panel B

Figura 25: SDS-PAGE 10% de las distintas
fracciones provenientes de una miniinducción.
(b) gel correspondiente a las fracciones de las células
BL26(DE3)PLysS. Panel (A):bacterias sin transformar
con el plásmido recombinante. Panel (B): bacterias
transformadas con el plásmido recombinante. Calles
1 y 7: proteínas totales de un cultivo sin inducir; calles
2 y 8: proteínas totales de un cultivo inducido; calles 3
y 9: proteínas solubles de un cultivo inducido; calles 4
y 10: proteínas insolubles de un cultivo inducido; calle
5: marcadores de peso molecular; calle 6: GluDH­
NADP pura. Los pesos moleculares se indican en
kiloDaltones.

12345678910

Cuando las células BL26(DE3) y BL26(DE3)PLysSno son transformadas con el plásmido

recombinante, no se detecta GluDH-NADP(Panel A en ambas figuras). En cambio, al

transformarlas con el plásmido recombinante, se detecta una banda de 47 kDa de peso
molecular, correspondiente a la GluDH-NADP,presente aún sin inducir el cultivo con IPTG

(Panel B).

La cantidad de enzima inducida por el agregado de IPTGvaría en cada fracción y depende

del tipo celular. En el precipitado de las bacterias BL26(DE3) es muy abundante,
probablemente formando cuerpos de inclusión. En cambio, en la fracción sobrenadante

de las mismas células puede detectarse menos cantidad de proteína aunque suficiente
para realizar ensayos cinéticos, mientras que en las células BL26(DE3)PLysSdonde está

inhibida la ARN polimerasa de T7 se encuentra en bastante menor proporción.

Los resultados muestran que la proteína recombinante se expresa adecuadamente en

este sistema, con un peso molecular semejante al de la GluDH-NADPnatural de T.cruzí.

Para corroborar que la proteína inducida corresponde a la enzima en estudio, el gel
conteniendo las fracciones provenientes de las células BL26(DE3) fue transferido a
membranas de nitrocelulosa y enfrentado en ensayos de Western blot con el anticuerpo

policlonal monoespecífico anti GluDH-NADP.Los resultados indicados en la figura 26

demuestran que la proteína expresada, en el marco de lectura correcto, es efectivamente

la GluDH-NADP dependiente de T.cruzi.
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BL26 (DE3)

Panel A Panel B

Figura 26: Western blot del gel SDS-PAGE 1 2 3 4 5 6 7 3 9 1°
indicadoenlaFigura25a. ° "
Panel (A): bacterias sin transformar con el plásmido
recombinante. Panel (B): bacterias transformadas
con el plásmido recombinante. Calles 1 y 7.
proteínas totales de un cultivo sin inducir; calles 2
y 8: proteínas totales de un cultivo inducido; calles
3 y 9: proteínas solubles de un cultivo inducido;
calles 4 y 10: proteínas insolubles de un cultivo
inducido; calle 5: marcadores de peso molecular y
calle 6: GluDH-HADPpura. Los pesos moleculares
se indican en kiloDaltones. El ensayo de Western
blot se realizó con el suero anti-GluDH(dil. 1/1500).

47 kDa

En el sistema utilizado, el clonado del gen TcGluDH1 en los sitios Ndel-Xhol del plásmido

pET-22b(+), permite la expresión de la proteína GluDH-NADPcompleta y en fase, unida a

una secuencia llamada His.TagTMformada por 6 a 10 histidinas consecutivas, cuya

presencia debería permitir la purificación de la proteína en un solo paso. Luego dicha

secuencia puede ser removida por medio de la acción de proteasas sitio específicas.

La GluDH-NADPde T.cruzi es una proteína cuya forma activa es un homohexámero de

280 kDa. Si cada subunídad expresada presenta una extensión de polihistidina,ésta podría

afectar la interacción de las subunídades y como consecuencia la actividad de la enzima.

Para verificar que la proteína inducida fuera activa, se repitió la inducción y se midió la

actividad específica de la CiluDH-NADPen las bacterias no transformadas, transformadas

con el plásmido sin inducir y transformadas e inducidas con IPTG.Los resultados indicaron

que la inducción provoca un aumento de la actividad de aproximadamente 553 veces con

respecto al control de células sin transformar como se ve en la figura 27. De esta manera

concluímos que la secuencia de polihistidina no afectó, en este sentido, el ensamblado

correcto del complejo enzimáticamente activo.



l AE | N9 de veces

BL26(DE3) Tal cual 0.196 1

BL26(DE.3) Transf, sin inducir 8.78 45

BL26(DE_3)Transf, inducidas a 28'C 108.33 553

Figura 27: Medida de la actividad específica de la proteína recombinante.
La AE de la GluDH-NADPrecombinante fue medida como unidades/minuto/mg de proteina en: células
BL26(DE3) sin transformar con el plásmido recombinante, transformadas pero sin inducir y transformadas
e inducidas con IPTGa 28°C.

Purificación de la proteína recombinante.
Para purificar la proteina recombinante en gran cantidad, se realizó una inducción de las

bacterias a 28°C de forma tal de favorecer la producción de la proteína inducida.

Para la purificación, se utilizósolo la fracción sobrenadante de las bacterias inducidas, sin

intentar la solubilización y el plegado correcto de la enzima presente en los cuerpos de
inclusión.

En un primer momento, se intentó sin éxito la purificación de la proteina inducida a través

de una columna de quelatos metálicos, utilizandola secuencia de histídinas consecutivas

agregadas en el extremo C-terminal de cada subunidad de la GluDH-NADP.

Finalmente se utilizóla columna de afinidad Cibacron Blue debido a su buena purificación

y rendimiento al ser utilizada como último paso en el protocolo de purificación de la

proteina natural.

Elsobrenadante bacteriano, conteniendo la proteína recombinante (4000 unidades totales

de enzima) fue dializado exhaustivamente y aplicado a la columna. El procedimiento

empleado fue el mismo que en el caso de la última etapa de la purificación de la enzima

natural. El material que no logró ligarse a la columna, los lavados y los eluídos fueron

corridos en un gel SDS-PAGEy transferidos a membranas de nitrocelulosa para realizar

ensayos de Western blot. La proteina fue obtenida en un solo paso, en muy buena cantidad

y en alto grado de pureza como para poder ser utilizada para los estudios cinéticos

correspondientes (figura 28).



Resultados - 167

Figura 28: Expresión y purificación de la
proteína recombinante.
Gel SBS-PAGE 10% teñido con Coomassie Blue.
MW:marcadores de peso molecular; calles 1 y 2:
proteínas totales de un cultivo no inducido e
inducido respectivamente; calles 3 y 4: proteinas
solubles e insolubles de un cultivo inducido
respectivamente; calle 5: GluDH-NADP
recombinante eluída de una columna de Blue
Sepharose con NADP2mM. Los pesos moleculares
se indican en kiloDaltones.

47 kDa

Estudios cinéticas comparados de la enzima natural y la
recombinante.
Utilizando la enzima recombinante purificada por columna de Cibacron Blue, se
determinaron los valores de Kmaparente para la enzima natural y la forma recombinante,

en el sentido de la amínación reductiva y la desaminación oxidativa comprobándose que

no existen diferencias significativas entre ambas, como se puede observar en la Tabla 4.

Km aparente

Sustrato Enzima natural Enzima recombinante
NADPH 12,6 i 1,49 uM 9,8 i 0,5 uM
aKG 1,27 i 0,45 mM 0,84 i 0,3 mM
ClNH4 2,03 i 0,36 mM 3,3 i 0,52 mM
L-glut 2,10 i- 0,25 mM 0,90 i 0,63 mM
NADP 0,43 i 0,05 uM 0,69 :L-O,1 uM

Tabla 4: Km de la enzima natural y de la forma recombinante.
Usando concentraciones saturantes de todos los sustratos menos uno y con 30 ul de una dilución 1:100 de
la enzima recombinante, se calcula la velocidad inicial de la reacción. Las constantes cinéticas aparentes
fueron determinadas usando un programa de computadora, ajustando los datos a una hipérbola aplicando
el algoritmo de Gauss-Newton (Fraser and Suzuki, 1973).



Identificación de la forma citosólica de la GluDH­
NADP de T. cruzí.
Debido a que el oligonucleótido iniciador Nter-l utilizado para Ia amplificación de los

genes, fue obtenido a partir de la secuencia amino terminal de la enzima madura, no se

puede descartar la presencia de dos genes que codifiquen para isoformas con diferente

localización subcelular. Datos de la bibliografia sugerían que la GluDH-NADPde T. cruzi

presentaría una doble localización dentro del parásito, citoplasmática y mitocondrial;

además de proponer una tercera ubicación aún no determinada (Duschak and Cazzulo,

1991). Ambas isoformas deberian diferir en la presencia o ausencia de un péptido de
tránsito a la mitocondria.

Con el objetivo de obtener mayor información acerca de la posible existencia de una

isoforma mitocondrial, se realizaron experimentos de transcriptasa reversa acoplada a
reacciones de PCRsemianidada.

Teniendo en cuenta que la forma mitocondrial deberia presentar una secuencia de
aminoácidos adicional para direccionar la proteina a la mitocondria, a diferencia de la

citosólica, se buscaron y analizaron las secuencias nucleotidicas rio arriba del codón de

iniciación de la sintesis de proteinas, que incluyen a la región 5'UTR (región no traducida).

A partir del ARNtotal de epimastigotes de Tul2 se sintetizó ADNc por transcripción reversa,

utilizando los iniciadores oligo(dT) o GDH3.El primero de ellos, permite obtener todos los

mensajeros que lleven la cola de poliA,mientras que el oligo GDH3selecciona únicamente

los mensajeros de la GluDH-HADPpor homologia de secuencia, a una distancia de 219

pb del codón ATG de iniciación.

Todos los mensajeros maduros en T.cruzi llevan en el extremo 5' un miniexón, el cual es

introducido por trans-splicing (McCarthy-Burke et aL, 1989). Por lo tanto, se realizaron

reacciones de PCR,combinando un oligo iniciador con parte de la secuencia del miniexón

con otro oligonucleótido interno, exactamente homólogo a la secuencia del TcGluDH1a

una cierta distancia del ATGde iniciación. La elección del iniciador depende del utilizado

para la obtención del ADHc (oligo(dT) o GDH3).

La segunda reacción de PCR es semianidada ya que incluye el mismo oligo miniexón

pero combinado con otro iniciador,también homólogo a la GluDH-NADP,pero más cercano
a su codón ATG, llamado GDH].



La ubicación de los iniciadores en Ia secuencia de la enzima madura y la estrategia

mencionada se detallan en la figura 29.

Oligo miníexón: 5' AACTAACGGTATTATI'GATA3'
Tm: 50°C

Oligo GDH_3: 5' TTCACCCTI'GTCATCCACCCA 3'
Tm: 57°C

Oligo GDHl: 5' ATTGGGGTCGCGC'ITCTI'CAC 3'
Tm: 60°C

Hiniexón AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG - - - - - - —-­
. .. l 1.- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _­

Iniciación
TcGiuDHlmlAGTACACGAGCGTGGATGACTTTATCAACAAGTGCGTGAAGAAGCG

. < J‘CA_C_LLC_I_LC_G_C

TcGiuDHlCGACCCCAATCAACCCGAATTTGAGCAGGCGGTTCATGAAGTAATGACCTMMM?
TCGluDHlCGCTTTGGCCTTTTCTGGAAAAGCATCCAGAGTACTGCCAGGATTCTCTT

TCGluDHlCTGGAGCGCCTGGTGGAGCCCGAACGTGTCGTTCAGTTCCGCGTGTCATG
“¿9.9.6231 < J'LC

TcGluDHlGGTGGATGACAAGGGTGAAGTGCAGGTGAoliqocmammmmr

Figura 29: Ubicación de los lnlcladores utilizados en la reacción de RT-PCRsemlanidada y
estrategla empleada (próxima página).
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Para la primera reacción de amplificación se realizó un ciclo de desnaturalización de 5

minutos a 93°C seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 93°C; 30 segundos a 43°C y 1
minuto a 72°C, seguidos de una extensión final de 10 minutos a 72°C.

En cambio para la segunda reacción se realizó un ciclo de desnaturalización de 5 minutos

a 93°C seguido de 20 ciclos de 30 segundos a 93°C; 30 segundos a 47°C y 1 minuto a
72°C, seguidos de una extensión final de 10 minutos a 72°C.

Cualquiera sea el iniciador utilizado para la obtención del ADNCy la primera reacción de

PCR, el fragmento obtenido luego de la segunda reacción utilizando el iniciador GDH]

presentó un tamaño de aproximadamente 150 pb. Dicho fragmento fue recuperado de un

gel de poliacrilamida no desnaturalizante, clonado en el vector pGEMT easy y secuenciado
completamente.

Los datos de secuencia que se muestran en la figura 30, indican que el ARNm maduro de

la GluDH-HADPobtenido comprende: en el extremo 5' Ia secuencia del oligo miniexón de

39 pb y a continuación una región 5'LlTRde 40 pb. Inmediatamente después se encuentra

el codón AUC]que indica el comienzo de la proteína. En las dos secuencias analizadas,

correspondientes a experimentos independientes, se pudieron detectar diferencias en la

región 5’UTR.

La comparación de la secuencia del extremo H-terminalde la enzima con los datos previos

del laboratorio muestran total coincidencia, y no se encuentra ninguna zona que pueda

indicar la presencia de un péptido que dirija la proteína a la mitocondria. Esto resultados

sugieren que la enzima caracterizada en nuestro laboratorio es citosólica y que la posible

presencia de una isoforma mitocondrial podría ser un artefacto.

AAACTAA TTT Minimum-sum. N-rerl
AACT AACGGT ATTA TTGA TA CAGT TTCT GT ACTA TATT AAACTAA TTT mnin sum. n-mz

TAAAGAAAAGG AAAAAA GCAAATACAT CAT AT AG TACA CT TCCG TGG Hiniexon»5-­
TAAAGAAAAGAAAAAA- -CAA AT ACAT CAT ' AT AG TACA CT TCTG TGG Hiniexom5‘­

o N-terl
. N-terZ

um
un

ACGACTT TATC AACAAGTGCG TG AAGAAGCGCGACCC CAAT ¡unin sum. n-mi
ACG ACTT TATC AA CAAA TGCG TG AAGAAGCG CG ACCC CAAT Hinimnosum. u-m:

Figura 30: Secuencia dela zona 5'LITR,miniexóny comlenzodela zona codlflcante correspondiente
al gen de la GluDH-NADP.
Las secuencias obtenidas en dos experimentos independientes fueron comparadas usando el programa
Megalign, Multiple Sequence Alignment, de Lasergene (DNA STAR, lnc, Madison, Wl, USA).



Discusión



Purificación.
La modificación introducida en el protocolo de purificación, en comparación con el
publicado previamente (Cazzuloet aL, 1988b), consistente en la utilización de una columna

de afinidad de Cibacron Blue F3G-A (Blue Sepharose CL-6B), nos permitió obtener

preparaciones de GluDH-HADPdependiente de T.cruzi de alta actividad específica, 330

unidades. mg'l, comparadas con las 189 unidades. mg'l obtenidas previamente,
(probablemente debido a la ausencia de proteina desnaturalizada, la cual copurifica con

la enzima nativa en los pasos convencionales, pero no se une a la columna de afinidad en

Blue Sepharose) y con alto rendimiento (se llevóla purificación a 60 veces y el rendimiento

al 58%) (tabla 1).

EI eluído de la columna de Blue Sepharose presentó además de la subunidad de 47 kDa

correspondiente a la GluDH-NADPdependiente sólo trazas de otras proteínas, de menor

peso molecular (figura 1 (b)). Dichas trazas, observables en geles SDS-PAGEsobrecargados

y teñidos con nitrato de plata, copurifican con la enzima en filtración por gel en Superosa

6 en un sistema de FPLC;una de ellas presentó una reacción antigénica cruzada con el

anticuerpo policlonal monoespecífico anti-GluDH-NADP,siendo probablemente un producto

menor de degradación proteolitica de la propia enzima.

La proteína purificada es muy estable y puede permanecer por varios meses a 4°C con

muy poca inactivación. Luego de largos periodos de almacenamiento, algunas
preparaciones presentan pequeñas cantidades de material de alto peso molecular,
probablemente debido a fenómenos de agregación.

Clonado, secuenciación y organización genómica.

Secuenciación de la proteína.
La secuencia nucleotídica completa de la enzima fue obtenida por combinación de técnicas

de química de proteínas y biología molecular.

Los péptidos secuenciados a partir de digestiones con BrCH,tripsina y las endopeptidasas
Arg-Cy Lys-C,corresponden aproximadamente a una tercera parte de la proteina total y

coinciden muy bien con la secuencia completa deducida a partir del genTcGluDHz clonado

a partir de la misma cepa de parásito (Tul2) (figura 14(a) y l4(b)).

Sin embargo, se encontraron algunas diferenciasentre las secuencias peptidicas y aquella

deducida a partir del gen. A continuación se subrayan los aminoácidos diferentes.



Péptidos de Lys-C: KHGTVEEYAK

KYGTEGGK

Péptido de Arg-C: RHLGADTD

Péptidos de BrCN: MRPEATGYGLVYFLDALLKKHNQELKG

MDIKHVKHGTVEEYAKGLG

MSQHAABL

Los cambios son: T por A; V por E; l por l__;P por A, V por l__,T por A y R que no aparece
en la secuencia.

Las tres modificaciones más llamativas son la de un aminoácido polar como la treonina

(T) por uno hidrofóbico como la alanina (A) y un aminoácido hidrofóbico, valina (V), por

uno cargado como el ácido glutámico (E). En el caso del aminoácido arginina (R) aparece

secuenciado en el péptido de BrCNy también está presente en la secuencia de la enzima

de E. coli, pero no en la secuencia obtenida de ambos genes de T.cruzi.

El resultado de la comparación entre la secuencia de dichos péptidos junto con los primeros

34 aminoácidos del extremo N-terminal (Cazzulo et aL, 1988b) y la enzima similar de E.

coli mostró un grado de homología del 74% (figura 4).

Clonado y secuenciación del gen.
Usando la técnica de PCRsobre ADNgenómico a partir de las cepas de parásitos Miranda

76 (M76)y Tulahuén 2 (Tul2) fueron obtenidas dos secuencias codificantes completas de

la GluDH-NADPdependiente de T.cruzi llamadas TcGluDH1y TcGluDHz, respectivamente

(GenBank Accession Numbers AF009364 y AF009365). El iniciador 5' (degenerado)

utilizadopara la reacción de PCRfue construido teniendo en cuenta la información obtenida

de la secuencia directa de Ia proteína. En cambio la secuencia del iniciador 3' fue obtenida

a partir de un clon identificado luego de un rastreo inmunológico (con un anticuerpo

policlonal monoespecifico anti-GluDH-HADP)de una biblioteca de expresión genómica

de T.cruzi en el fago thll (figura 13).



El marco abierto de lectura para ambos genes contiene 1341 nucleótidos (447 codones

incluyendo el codón de terminación TGA), codificando para una proteína de 446
aminoácidos. En la figura 14(a) se observan las secuencias nucleotidicas de ambos genes

como así también las secuencias proteicas deducidas de ellos. Estas últimas presentan
entre si una identidad del 96% (figura 14(b)).

En la región GGGBGGde la secuencia proteica se encuentra conservada la lisina (K) 128

del sitio activo, deducido por homología con otras GIuDHs descriptas en la bibliografia

(figura 14(b)).

De la misma manera pudieron identificarse los aminoácidos críticos de la proteina para la

unión a la coenzima. Al analizar el motivo B1.0LA.[32se encontaron los residuos de glicina
conservados e incluídos en la secuencia Gli-X-Gli-X-X-Alacaracterística de las enzimas

especificas para NADP e importante para ubicar la parte central de la coenzima en la
conformación correcta, permitiendo el contacto del entorno dela proteína con el difosfato

de la coenzima (Scrutton et aL, 1990). En la figura 31 se comparan las secuencias de

aminoácidos de la zona mencionada de TcGluDH1 y TcGluDH2 con algunas enzimas

NAD y NADP dependientes.

Unión a NADP‘H)
Enzima málica

Rata 300GAGEAALGIAHLIVMAM
Cilutamato dehidrogenasa

TcGluDH1 238GSGNVAQYAVKKCLQLG
TCGluDH2 238GSGNVAQYPVEKCLQLG
ECON 239GSGNVAQYAIEKAMEFG
N.crassa 225GSGNVAQYAALKLIELG
Levadura 224GSGNVAQYAALKVIELG

Trypanotiona reductasa
Icongolense 195GGGFISVEFAGIFNAYK

Glutation reductasa
ECON 174GAGYIAVELAGVINGLG
Humana 195GAGYIAVEMAGILSALG
Raerugínosa 172GGGYIAVEFASIFNGLG

Figura31:Comparaciónde la secuenciade aminoácidosde unaparte deldominio de
unión al dinucleótido en algunas enzimas HADPdependientes (en esta página) y NADdependientes
(en lapágina siguiente) (Scrutton et aL, 1990).



(lnión a NAD‘H)
Alcohol dehidrogenasa

Drosophila 14GLGGIGLDTSKQLLKRD
Rata 15GLGGVGLSVVIGCKTAG

Lactato dehidrogenasa
B. stearothermophílus 13 G A G F V G A S Y V F A L M N Q GRatón 25GVGDVGMACAISILLKG

Gliceraldehído fosfato dehidrogenasa
Levadura 7GFGRIGRLVMRIALSRP

Figura31:Comparaciónde la secuenciade aminoácidosde unaparte deldominio de
unión al dinucleótido en algunas enzimas NADPy NADdependientes (continuación).

Además fueron localizados los residuos hidrofóbicos, también conservados, importantes

para la interacción entre las estructuras secundarias; así como también un aminoácido

cargado positivamente en el extremo amino terminal de la cadena B1,lisina (K) o arginina

(R). Aunque su función se desconoce, se asocia con la estabilidad de la interacción de las

cadenas B. En el carboxilo terminal de la cadena [32de la enzima, que se une al grupo

oxidrilo de la ribosa de la coenzima. el ácido aspártíco presente en las enzimas NAD

dependientes se encuentra reemplazado por una glicina en todos los casos analizados de

GIuDHs-NADPdependientes (figura 32).

Figura 32 (en la próxima página): Comparación de la secuencia de aminoácidos de la región

completa Bl.aA.Bzde varias GluDH-NADPdependientes.

GXGXXAZona de glicinas y alanina conservadas.

A Residuos conservados cargados positivamente.
T Residuos hidrofóbicos.

t Glicina en reemplazo del aminoácido aspártico.



B] coil aA BZ

I Ñ
A T l GXGXXA T T T T i

TCGIUDH] KHNQELKGMTMVMSGSGNVAQYAMKKQLQLGEKVLSMSDSSG

TCGlUDHg KI-INQELKGMTMSGSGNVAQYPMEKQLQLGAKVLSMSDSRG

E. COli RHGMGFEGMRMSMSGSGNVAQYALEKAMEFGARVLTASDSSG

S. typhimurium RHGLGFEGMRMAMSGSGNVAQYALEKAMAFGARVMTASDSSG

H. influenzae EKGDSFAGKVMSMSGSGNVAQYALEKALSLGAKVLÍTQSDSSG

G. intestinalis DNNTVIRGKNMLLSGSGNVAQFAQEKLIQLGAKVLTESDSNG

C. sorokiniana DKGESLKGKRQLMSGAGNVAQYCAELLLEKGAIVLSLSDSQG

N. crassa SGAGSYAGKRMALSGSGNVAQYAALKLIELGGIVMSLSDSKG

Organización genómica.
La GluDH-NADPparece estar codificada por al menos 2 genes y probablemente más, por

genoma haploide del parásito, como lo sugieren los resultados del Southern blot (figura

17 (a y b)) y por las microheterogeneidades encontradas en la secuencia de nucleótidos

de la zona 5' de la región codificante (figura 19), aunque no podemos saber si todos los

genes son activos o son pseudogenes.
La comparación de las secuencias de una zona de aproximadamente 40 nucleótidos del

extremo 5' de tres clones genómicos de la cepa M76 y tres clones (uno genómico y dos

de ADNc) de la cepa Tul2 muestra cambios conservativos. Todas las diferencias

corresponden a cambios en una sola base, siempre ubicadas en la tercera posición de

cada codón, resultando silenciosas. Estas sustituciones deberían ser auténticas, pues
aunque los errores introducidos por la Taq polimerasa no pueden excluirse, la naturaleza
conservativa o silenciosa de todos los cambios detectados hace que esta sea una alternativa

poco probable. Estos datos nos permiten concluir que habria por lo menos 3 genes
diferentes codificando para Ia GluDHen ambas cepas de parásitos.

Los experimentos de Southern blot realizados en las cepas Tul2 y RA de T.cruzi, el clon

CA-I/72 y T. rangeli mostraron las señales más nítidas en condiciones muy estrictas. A

pesar de la claridad de las señales, el patrón de bandas observado en T. rangeli resultó

ser muy diferente al de Tul2. En cambio, usando ADN de los parásitos C. fasciculata y



L. mexicana no se detectaron señales, ni siquiera en condiciones menos estrictas,
sugiriendo que en estos trypanosomátidos existen genes para GluDH-NADPdiferentes,

con baja homología con el gen de T.cruzi.

El análisis de restricción del gen completo evidenció un polimorfismo en el sitio de

restricción EcoRl (a 270 pb del extremo C-terminal del gen) en el ADN genómico (figura

18, Panel a). Esta enzima permitió distinguir 2 clases de genes que codifican para la

GluDH-NADP.Con el resto de las endonucleasas de restricción utilizadas no se pudieron

detectar diferencias. Estos datos son coherentes con los resultados previos de los
experimentos de Southern blot.

A diferencia de algunos casos estudiados en T.cruzi, como la cruzipaína (Campetella el

al., 1992) y Ia tirosina aminotransferasa (Bontempi et al., 1993), no hay evidencias de

que los genes para la GluDH-NADPestén organizados en tandems, luego de realizar

digestiones parciales usando una enzima que corta inmediatamente después del codón
de terminación del gen (figura 20).

El Southern blot del PFGE, usando como sonda el gen completo TCGluDH1, mostró dos

regiones de hibridización de considerable diferencia de tamaño en varios clones de

parásitos. Una de ellas corresponde a la zona de compresión (CR) que contiene
cromosomas mayores a 2500 kpb y la otra banda corresponde a un tamaño entre los
marcadores de 1035 y 1580 kpb.

Realizandoel ensayo con los cromosomas de C.fasciculata y L. mexicana no se observó

ninguna banda de hibridización,en buen acuerdo con los resultados previos del Southern
blot.

En el caso de T.rangeli pudo observarse una zona de hibridización débil con el ADN en la

zona del orígen, sugiriendo que posiblemente un gen homólogo se encuentra localizado

en un cromosoma muy grande (figura 21).

La comparación de las secuencias de los genes clonados de la GluDH-HADPde T.cruzi

mostró que se encuentran más relacionados con las enzimas de eubacterias como E. coli
(Valle et al., 1983), Salmonella thyphímurium (Millerand Brenchley, 1984; Bansal et

al., 1989) y Haemophilus influenzae (Fleischman et al.,1995) que con aquellas
provenientes de eucariontes inferiores como otros protozoos, G. intestinalis (Yee and
Dennis, 1992) (supuestamente el organismo eucarionte más antiguo), el alga unicelular
C.sorokiniana (Cock et al., 1991) y hongos como N. crassa (Kinnardand Fincham, 1983)



y S. cerevisíae (Nagasu and Hall, 1985). En las figuras 15(a) y 15(b) se muestran las

comparaciones entre las secuencias de las GluDHsmencionadas. Teniendo en cuenta a

TcGIuDH2como base para la comparación, las enzimas de E. coli, S. thyphimurium y

H. influenzae presentan 69, 70 y 67%de identidad, respectivamente; si se tiene en cuenta
TcGluDH1 para la comparación la identidad con la enzima bacteriana es ligeramente

mayor, 71, 71 y 68%, respectivamente. La identidad de TcGluDH2 con respecto a las

enzimas de eucariontes inferiores fue entre el 56% para G. intestinalis y 51% para S.

cereuisiae. La menor identidad fue encontrada al comparar las secuencias de GluDH­

NADPde T.cruzi con las de Arquebacterias, como Sulfolobus shibatae (Benachenhou

and Baldacci, 1991) y Halobacterium salinarum (Benachenhou-Lahfa et aL, 1994) (19

y 21% de similitud, respectivamente).

Es destacable que en el caso de otras enzimas del TÍcruzi involucradas en el catabolismo

de proteínas y aminoácidos, presentan mayor similituda las enzimas correspondientes de

mamíferos, como en el caso de la tirosina aminotransferasa, mientras que la alanina

aminotransferasa del parásito, parcialmente secuenciada, presenta la mayor similitudcon

la correspondiente enzima de plantas.

(lso preferencial de codones.
A pesar de la degeneración del código genético, el análisis de secuencias nucleotídicas

revela que los codones no son usados de la misma forma. La preferencia por ciertos

codones tiene efectos profundos en la expresión de los genes. Por ejemplo en el caso del

aminoácido arginina (R) codificado por 6 codones diferentes, el uso de los codones AGA

y AGGpresenta alta frecuencia de aparición en parásitos de humanos como Plasmodium

falciparum y Entamoeba histolytica. En cambio estos codones aparecen muy raramente
en E. coli. Por Io tanto dichos codones podrían estar involucrados en la regulación de la

expresión de ciertos genes (Sayers et aL, 1995). Los genes con marco abierto de lectura

conteniendo los codones AGG y AGA podrían ser traducidos en baja proporción en

comparación con aquellos que posean los codones CGUy CGCpara el mismo aminoácido.

Esto puede ocurrir debido a la limitada interacción con los escasos ARl‘ltAGA/AGGdisponibles.

La expresión genética puede verse inhibida si se presentan los codones mencionados en
tandem o cerca del codón de iniciación. Esto tiene además importantes consecuencias
cuando se quiere expresar un gen en bacterias. Sin embargo, en nuestro caso, no constituyó

un problema durante la expresión de la proteína recombinante GluDH-NADPen E. coli

debido a que ambos organismos presentan una preferencia de codones muy semejante.



Parsons et al. (1991) revelaron que en T.brucei los genes que codifican enzimas de las

vias metabólicas centrales, llamados “housekeeping”, presentan una muy fuerte preferencia

por codones, a diferencia de los genes que codifican para proteínas raras o poco
abundantes. Los resultados informados están de acuerdo con lo que ocurre en E. coli y

levadura, en los cuales los genes codificando proteínas expresadas en cantidad muestran

preferencia por codones con abundantes ARHt. En el caso de T. brucei los codones

escogidos para los genes “housekeeping” no fueron elegidos para los genes que codifican

la proteína altamente expresada VSG, indicando que además de la abundancia de los
aminoacil-ARHt otros factores deben estar involucrados en la elección de los codones.

La preferencia de codones de la GluDH-NADPde T.cruzi mostró que para el aminoácido

Ieucina (L) rara vez se utiliza el codón LIGA,lo mismo que para la valina (V) el codón

GUA, al igual que en E. coli. Sin embargo el codón preferido para (V) en T.cruzi es GUG

y en E. coli es GUU.Además se detectaron diferencias entre ambos organismos en las

preferencias para los aminoácidos prolina (P), CCC en T. cruzi sobre CCG en E. coli,

treonina (T), ACA o ACG en T. cruzi sobre ACC en E. coli. Para alanina (A), en T. cruzi

rara vez se utiliza el codón GCA lo mismo que para Tirosina (Y) el codón UAU. Para

asparagina (N), lisina (K) y arginina (R) se prefiere AAC,AAGy CGC respectivamente en

la GluDH-NADPde T. cruzi. Para la glicina (G) el codón usado con mayor frecuencia en

ambos genes es GGC (figura 16 (a y b)).

Luego se compararon las preferencias de codones con otros organismos y con otros

genes de T. cruzi. En relación con Horno sapiens muestran diferencias importantes en

los aminoácidos treonina (T), alanina (A), arginina (R) y glicina (Ci).Neurospora crassa

y Saccharomyces cerevísiae indican mayores diferencias y en más alto número de
aminoácidos. Las diferencias con Giardia intestinalís son aún mayores. Entre los
trypanosomátidos, la preferencia es muy diferente en al caso del material genético del

kinetoplasto, en cambio los genes comparados de T.cruzi, T.rangelí y T.brucei brucei,

muestran bastante semejanza en cuanto a sus preferencias salvo contadas excepciones
(en orden decreciente de semejanza). Crithidia fasciculata, Leishmam‘a donouani y

Leishmania mexicana presentan una semejanza sorprendente entre ellas en el uso
preferencial de codones y difieren de los usados en el gen GluDH-HADPde T.cruzi.



Búsqueda de posibles isoformas de la GluDH-NADP.
Las evidencias bioquímicas obtenidas de la bibliografía sugerían que la GluDH-NADP

presentaba localizaciones múltiples, siendo mayormente citosólica, con una segunda
localización, menor, mitocondrial y una posible tercera ubicación, muy minoritaria, aún

no determinada (Duschak and Cazzulo, 1991). Los resultados obtenidos en este trabajo

se inclinan por la primera localizacióny ratifican las evidencias obtenidas por experimentos

de inmunomicroscopía electrónica que sugieren una ubicación exclusivamente citosólica

(Souto-Padrón et aL, 1990). A diferencia de los genes codificando para la isoforma

citosólica, aquellos que contienen información para la forma mitocondrial deberían

presentar un péptido de tránsito a la mitocondria como una secuencia corta de aminoácidos

(entre 20 y 80) en el extremo N-terminal para su translocación post-traduccional. Dicha

secuencia, reconocida por receptores de la mitocondria seria luego clivada de la proteina

durante la translocación (Glick et aL, 1992).

Yaque el oligonucleótido H-terminal utilizadopara la amplificación de los genes completos

es derivado de la secuencia de la proteína madura, no podría descartarse a priori la
posible presencia de dos genes codificando isoformas de la enzima con diferente
localización subcelular, difiriendo solamente en la presencia o ausencia de un péptido
señal. Para obtener información en este sentido, se realizaron estudios de RT-PCRsobre

ARN total de la cepa Tul2, usando como oligonucleótidos iniciadores la secuencia del

miniexón, presente en todos los ARHmmaduros (De Lange et aL, 1984) y dos secuencias

internas del gen TcGluDHz. Solo se obtuvo un tipo de fragmento de 139 pb de longitud.

En los clones analizados dicho fragmento contenía la secuencia del miniexón de 39 pb (5'

AACTAACGGTATl'A'l-I'GATACAGTÏTCTGTACTATATI'G3'), luego una zona no traducida

(5' GTR) de 40 pb (AAAACTAA'lT’lTAAAGAAAAGGAAAAAAGCAAATACATCATA) o

(AAAACTAATTTTAAAGAAAAGAAAAAACAAATACATCATA)y finalmente 60 pb

correspondientes al extremo amino terminal del gen de la GluDH-NADP(figura 30). Los

resultados obtenidos hacen muy poco probable la presencia de dos genes (uno conteniendo

un péptido señal) y además, el residuo Met (metionina) presente en el extremo H-terminal

de la proteína madura fue la única Met posible encontrada para la iniciación de la síntesis

proteica.



Expresión de la proteína recombinante.
El gen TcGluDH1 codifica una proteína enzimáticamente activa al ser expresada en E.

coli. El sistema utilizado para dicha expresión permitió la obtención de la proteína con un

tamaño adecuado por subunidad de 47 kDa, reconocida por el antisuero policlonal

monoespecifico anti-GluDH-NADPen ensayos de Western blot (figura 25(a) y 26). La

proteína recombinante pudo ser purificada en un solo paso por cromatografía de afinidad

en Blue Sepharose en las mismas condiciones que la enzima natural, obteniendosela

homogénea en muy buena cantidad y con el peso molecular esperado (figura 28). La alta

homología de la enzima de T.cruzi con respecto a la de E. coli no interfiere con la expresión

de la primera, ya que los niveles basales de actividad endógena de la enzima bacteriana

son muy bajos en comparación con los de la enzima recombinante debido a que la GluDH

de E. coli se encuentra sometida a una estricta regulación.

A pesar de la secuencia de polihistídína que introduce el sistema de expresión en cada

subunidad de la GluDH-HADPla proteína se ensambló correctamente para formar el

homohexámero enzimáticamente activo de 280 kDa (figura 27).

Los estudios cinéticos comparados de la enzima natural y la forma recombinante
permitieron comprobar que no existen diferencias significativasentre ambas en este sentido

(tabla 4).

La enzima recombinante puede ser utilizadapara estudios estructurales, y eventualmente

para la obtención de cristales. Además, ya que la enzima natural es tan estable, manteniendo

su actividad por varios meses en solución a 4°C, la posibilidad de producir la proteína

recombinante en E. coli a gran escala, hace posible su uso como reactivo para la
determinación enzimática de amonio y como enzima acoplada para el ensayo de
transaminasas.

Expresión de la GluDH-NADPde T. cruzi en los
diferentes estadios del ciclo de vida.
Durante el proceso de diferenciación existen cambios dinámicos en la expresión de un
gran número de proteínas (Ruiz-Ruanoet aL, 1991).

Rodriguez et al. (1993) estudiaron la expresión de la B-tubulinadurante la diferenciación

de epimastigotes a tripomastigotes metacíclicos en T.cruzi. Experimentos cuantitativos

de Western blot y ensayos de marcación y seguimiento revelaron un aumento en la cantidad

relativa de la proteína en los tripomastigotes metacíclicos con respecto a los epimastigotes,



acompañado por una baja tasa de degradación. En cambio, experimentos de Northern

blot y traducción in vitro mostraron una menor presencia de transcriptos de B-tubulinaen

trípomastigotes metacíclicos. Los autores proponen que en T. cruzi, luego de la
diferenciación, la maquinaria de traducción para proteínas clave como la B-tubulina se

apaga por falta de su mensajero específico. Sin embargo los niveles de proteína se
mantuvieron debido a un mecanismo compensatorio que involucra una baja tasa de

recambio de la proteína sintetizada.

La expresión de la GluDH-NADPde T.cruzi está regulada en el desarrollo de una forma

parecida a la cruzipaína. La forma epimastigote de cultivo presentó en ambos casos,

considerablemente mayor actividad enzimática y mayores niveles de proteína, al
compararlos con las formas amastigote y tripomastigote. Sin embargo, la cruzipaína no

muestra correlación entre los niveles de ARHm, la cantidad de proteína y su actividad,

sugiriendo que la regulación de la expresión de la proteinasa es post-transcripcional (Tomas

and Kelly, 1996), mientras que en el caso de la GluDH-HADP existe mucha mayor
correlación.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de ARHm en los extractos de

trípomastigotes y amastigotes fueron casi indetectables en comparación con los niveles

en la forma epimastigote, y los niveles de proteína fueron también mucho menores que

en la forma epimastigote (figuras 22, 23 y tabla 2). Las diferencias en los niveles de

ARHm en las diferentes formas del parásito pueden deberse a una disminución en la

expresión del gen debido a la presencia de mecanismos de regulación de la transcripción,

muy poco estudiados en T. cruzi, o a una alta tasa de degradación del ARHm
correspondiente a la GluDH-NADP.

Cuando el mismo ensayo de Northern blot se realizó usando ARN de los parásitos C.

fasciculata y L. mexicana no se evidenció la presencia de mensajeros para la GluDHen

estos organismos, aún luego de varios días de exposición, sugiriendo que las enzimas de

estos parásitos deberían ser muy diferentes en concordancia con los ensayos de Southern
blot.

La diferencia en los niveles de la GluDH-HADPen los diferentes estadios del ciclo de vida

del parásito sugiere que el rol que juega esta enzima en el metabolismo de aminoácidos

es probablemente diferente, al menos cuantitativamente.



La forma tripomastigote sanguínea tiene la posibilidad de usar glucosa como principal

fuente de carbono, mientras que la fuente utilizadapor la forma amastigote no se encuentra

bien definida aún. Por otro lado, la forma epimastigote que se aloja en el insecto vector,

probablemente dependa casi exclusivamente de los aminoácidos como fuente de carbono
y energia. El intestino del vector Triatoma, poco tiempo después de la ingesta de sangre,

permanece casi completamente privado de carbohidratos, mientras que los principales

nutrientes deberán ser derivados de aminoácidos provenientes de la degradación de la

hemoglobina por medio de las peptidasas del insecto. La actividad incrementada de la

GluDH-NADPen esta forma del parásito sugiere que la enzima debe tener un rol conectado

de algún modo con el catabolismo y la generación de energia, pese al hecho de que en
otros organismos bioquímicamente más convencionales, esta enzima es esencialmente
biosintética.



Conclusiones



Conclusiones

A través de este trabajo de Tesis Doctoral se llegaron a las siguientes conclusiones:

(1) La glutamato dehidrogenasa-HADP dependiente (GIuDH-HADP) de
Trypanosoma cruzi fue purificada a homogeneidad proteica a través de una modificación

del protocolo original. Al cambiar el paso de la columna de Sephadex G-200 por una

columna de afinidad en Blue Sepharose se logró una mejor purificación en igual número

de pasos. La enzima se purificó 60 veces con un rendimiento del 58%.

(2) La obtención de secuencias peptidicas de la GluDH-NADPpor tratamiento con

tripsina, BrCN y las endoproteinasas Arg-Cy Lys-C,junto con la secuencia del extremo N­

terminal (determinada previamente en el laboratorio) permitió conocer la secuencia del

30% de la molécula, que mostró una homología del 74% con la enzima correspondiente
de E. coli.

(3) Se pudo determinar la secuencia completa de 2 genes que codifican para la

GluDH-HADPprovenientes de dos cepas de parásitos, Miranda 76 (M76) y Tul2, llamados

TCGluDH1y TcGluDH2 respectivamente (Número de Acceso al GenBank AF009364 y

AF009365). En ambos casos el marco abierto de lectura consiste en 1338 nucleótidos

codificando para una proteina de 446 aminoácidos. Las secuencias proteicas de TcGluDH1

y TcGluDH2 presentan una identidad del 96%. En la región GGGBGG de la secuencia

proteica se encuentra conservado el residuo Lys 128 del sitio activo deducido por homología

con otras GluDHsdescriptas en la bibliografía.De la misma manera pudieron identificarse

los aminoácidos críticos de la proteina para la unión a la coenzima.

(4) La comparación de las secuencias proteicas de TcGluDH1 y TcGluDH2 con

otras GluDHs-NADPdel banco de datos, indica que hay una relación mayor entre la enzima

de T.cruzi con las correspondientes de E. coli, Salmonella thyphimuríum y Haemophilus

influenzae, que con la enzima de otros eucariontes como G. intestinalis, C.sorokiniana,
N. crassa y S. cerevisíae.



(5) Experimentos de Southern blot usando como sonda el gen completo TcGluDH¡

mostraron que cuando el ADNgenómico es digerido con diferentes enzimas de restricción

se puede detectar la presencia de más de un gen por genoma haploide. El patrón de

bandas más claro se detectó con las cepas Tul2 y RA,el clon CA-I/72 de T.cruzi y con el

ADNde T.rangeli. En cambio no se detectaron señales en los experimentos con ADN de

C.fascicula ta y L.mexicana, sugiriendo que en estos organismos posiblemente los genes

sean poco homólogos a los de T.cruzi.

(6) Se determinó un polimorfismo solo para la enzima de restricción EcoRl en

ADN genómico de la cepa Tul2, sugiriendo la presencia de dos genes que codifican para

la proteina.

(7) Al secuenciar el extremo N-terminal de distintos clones (completos e
incompletos) provenientes de ADN genómico de la cepa M76 y de la cepa Tul2, se

encontraron varios cambios conservativos en los primeros 40 nucleótidos que apoyan los

resultados del Southern blot acerca de la existencia de varios genes. Dichos cambios se

producen siempre en la tercera base del codón y en algunos casos se sustituye
completamente el codón sin provocar cambios en la secuencia de aminoácidos de la

proteína.

(8) Mediante experimentos de digestiones parciales se pudo concluir que los genes

para la GluDH-NADPno se encuentran dispuestos en tandem.

(9) Los experimentos de PFGE y Southern blot para determinar la ubicación

cromosoma] de los genes de la GluDH-NADPrevelaron dos zonas de hibridización en

distintos parásitos. Una de ellas corresponde a la zona de compresión (CR) que contiene
cromosomas mayores a 2500 kpb. La otra banda se encuentra entre los marcadores de

1035 y 1580 kpb. No se detectaron bandas de hibridización con los cromosomas de C.

fasciculata y L. mexicana. En T.rangelí solo se detecta una zona de hibridización débil
con el ADN en la zona del orígen, sugiriendo que posiblemente un gen homólogo se

localiza en un cromosoma muy grande.

(10) En experimentos de Northern blot, comparando distintas cepas, clones y

formas del ciclo de vida del parásito, se detectaron señales en la forma epimastígote de
las cepas RA,Tu12y el clon Sylvio,siendo apenas detectables en las formas trypomastigote



y amastigote de RA. Las diferencias obtenidas en las señales de las distintas formas del

ciclo de vida de T.cruzi indican que la GluDH-NADPes una enzima regulada en el desarrollo.

No se detectaron señales en C. fasciculata y L. mexicana.

(11) La determinación de la actividad específica y la comparación a nivel de la

cantidad de proteína GluDH-NADPen las distintas formas del ciclo de vida de T. cruzi
mostraron una buena correlación con los resultados del Northern blot.

(12) El gen clonado y secuenciado TCGluDH1de la cepa M76 fue expresado como

una proteína recombinante en el marco de lectura correcto, con un peso molecular de 47

kDa por subunidad, reconocida por el antisuero anti-GluDH-NADP,y activa. La inducción

de la proteina recombinante provoca un aumento en la actividad de aproximadamente

550 veces con respecto al control de células sin transformar con el plásmido recombinante.

(13) La enzima recombinante fue purificada, a partir de células inducidas, por

cromatografía de afinidad en Blue Sepharose de la misma manera que la enzima natural.

Lapurificación en un solo paso permitió la producción de enzima recombinante homogénea

y en muy buena cantidad. Los estudios cinéticos comparados de la enzima natural y la

forma recombinante permitieron concluir que no existen diferencias significativas entre
ellas.

(14) Para descartar la posibilidadde la existencia de dos genes codificando isoformas

de Ia GluDH-NADPcon diferente localización subcelular (citosólica y mitocondrial),

diferenciadas por la presencia o ausencia de un péptido de tránsito a la mitocondria, se

realizaron experimentos de RT-PCRsemianidada. Los resultados obtenidos permiten
asegurar que la enzima estudiada en nuestro laboratorio es citosólica excluyendo la
presencia de una isoforma mitocondrial.
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