BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Clonado, organizaciéon genémicay
expresion de la glutamato
dehidrogenasa NADP dependiente
(GluDH-NADP) de Trypanosoma
Cruzi

Barderi, Patricia Alejandra

1998

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Barderi, Patricia Alejandra. (1998). Clonado, organizacion genémica y expresién de la glutamato
dehidrogenasa NADP dependiente (GluDH-NADP) de Trypanosoma Cruzi. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3065_Barderi.pdf

Cita tipo Chicago:

Barderi, Patricia Alejandra. "Clonado, organizacioén genémica y expresion de la glutamato
dehidrogenasa NADP dependiente (GIuDH-NADP) de Trypanosoma Cruzi". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1998.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3065_Barderi.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA
Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3065_Barderi.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3065_Barderi.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR
DE LA UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

CLONADO, ORGANIZACION GENOMICA Y EXPRESION
DE LA GLUTAMATO DEHIDROGENASA
NADP DEPENDIENTE (GluDH-NADP) DE
TRYPANOSOMA CRUZI

Autora: PATRICIA ALEJANDRA BARDERI

Director: Dr. JUAN JOSE CAZZULO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS
«LUIS FEDERICO LELOIR», FUNDACION CAMPOMAR

1998



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

THESIS IN FULFILMENT OF THE DEGREE OF DOCTOR
OF THE UNIVERSITY OF BUENOS AIRES

CLONING, GENOMIC ORGANIZATION AND
EXPRESSION OF THE NADP-DEPENDENT
GLUTAMATE DEHYDROGENASE (NADP-GIuDH) OF
TRYPANOSOMA CRUZI

Author: PATRICIA ALEJANDRA BARDERI

Director: Dr. JUAN JOSE CAZZULO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS
«LUIS FEDERICO LELOIR»,
FUNDACION CAMPOMAR



A mi madre, por su apoyo y estimulo continuo

y por su perseverancia en la vida.

A mi hermana, por su invalorable amistad.

A la memoria de mi padre, por los buenos momentos.

A mi querido Fernan, por todo.



Agradecimientos

Quiero expresar mi agradecimiento a todas aquellas personas e Instituciones que aporta-
ron su granito de arena, para que de un modo u otro mi trabajo de Tesis Doctoral se
concretara.

A la Comisién Directiva del Instituto de Investigaciones Bioquimicas “Fundacién
Campomar” por haber posibilitado mi formacién, permitiéndome realizar los estudios de
Doctorado.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por haberme
adjudicado las becas que me sustentaron econémicamente durante la realizacién de la
Tesis Doctoral.

Al Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas, Universidad Nacional de General San Martin
y a su director el Dr. Alberto Carlos Frasch por el sustento econémico durante la escritura
de la Tesis Doctoral.

A la Dra. Sara H. Goldemberg por haberme permitido trabajar en su laboratorio, en el cuél
me inicié en la investigacién, contribuyendo en mi formacién cientifica.

Al Dr. Juan José Cazzulo por haber confiado en mi, ddndome la oportunidad de trabajar
en su laboratorio y por el aprendizaje que significé realizar la Tesis bajo su direccion.
jGracias por su apoyo y atencién en los dificiles momentos iniciales!

Al Dr. Alberto Carlos Frasch por sus consejos y su estimulo, y por su disposicién para la
discusién oportuna de los resultados.

Al Dr. Oscar Campetella por el clon de la GluDH-NADP y su antisuero, y por sus consejos
e interpretaciones de algunos experimentos.

A la Dra. Berta Franke por su amistad, ayuda y buena disposicién en todo momento.

Al Dr. José A. Santomé, de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA y al Dr. Ulf
Hellman, del Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala, Sweden, por la secuenciacion
de los péptidos.

Al Dr. UIf Petterson, Jefe del Departamento de Medicina Genética del Biomedical Center,
Universidad de Uppsala, por el andlisis puntilloso de los resultados y del manuscrito del
trabajo publicado.



A Laura Cremona, Verénica Pascuccelli, Oscar Campetella y Alejandro Buschiazzo por su
ayuda y consejos en las técnicas de Biologia Molecular.

A mi querido amigo Javier Martinez. Por nuestra amistad que paso6 la barrera del tiempo
y del espacio.

A Carolina Ceriani, Sandra Fernandez, Marcelo Rodriguez, Vilma Duschak, Verénica
Pascuccelli, Fabiola Parussini, Sandra Fanchiotti, Alejandra Guerchickoff, Silvana Merello,
Mirtha Brignoni, Marina Marzocca y Nancy Céaceres, por haber compartido a lo largo de
los anos muchos momentos de charlas, trabajo y sobretodo amistad.

A todos mis compainieros de laboratorio, los mios los tuyos y los nuestros, desde que entré
a trabajar en la Fundacién: Laura Morello, Nancy Céaceres, Alejandro Menyhart, Javier
Martinez, Vilma Duschak, Fernan Agtiero, Fabiola Parussini, Denise Munoz, Mirtha Brignoni,
Carlos Labriola, Cristina Cazzulo, Juan Mucci, Liliana Sferco y Mayra Garcia. A todos
ellos, gracias por todos los momentos que compartimos durante las largas horas en el
laboratorio.

A toda la banda del ex-112: Carlos Buscaglia, Javier Di Noia, Alejandro Buschiazzo, Guido
Pollevick, Marcelo Guerin y Daniel Sanchez.

Y a todos los compaiieros de otros laboratorios: Susana Raffo, Amy Curto, Verénica Morvillo,
Marcela Barrio, Irma Mastronardi, Adrian Vojnov, Daniel Bassi, Roberto Rodriguez Suérez,
Cristina Bertinetti, Fabiana Fernandez, Karin Hagelin, Andrea Rostchild, Alejandro Rabossi,
Eduardo Cafferata, Verénica Herrera.

A Georgina, Carlos y Cristina por su gran ayuda antes y después de la mudanza.

A Marta Bravo, Alejandra Raimondi y Mario Sakson por las corridas en HPLC y FPLC.

A Margarita por su disposicién constante.

A mis amigas Gabriela, Ana y Cecilia por nuestra gran amistad que trasciende los anos.
A mi querida tia Nola por estar con nosotros desde siempre brindandonos su afecto.

A Judith Diacovetzky, Estela Pezzi, Cristina Ascolani y a mis companeros del CBC, espe-
cialmente a Verénica Herrera, por las mananas tan temprano. Aunque como dice Estela

“Amanece que no es poco”.

A la Prof. A. Rizzo Ricci, la Lic. Alicia Renzi y la Lic. Susana Rutenberg porque desde
diferentes angulos contribuyeron (y contindan haciéndolo) positivamente en mi futuro.



A Alejandro, mi unico hermano.
A mi nueva familia, Marta, la abuela Nélida, Lisandro y Ramiro.
A todos mis companeros de la Facultad, con los que comparti todos o gran parte de

los anos de la carrera de Ciencias Biolégicas, con las ilusiones y utopias de aquellos
anos y que hoy estan desparramados por el pais y el mundo.



“Clonado, organizacion genémica y expresion de la glutamato dehidrogenasa
NADP dependiente (GluDH-NADP) de Trypanosoma cruzl “.

Epimastigotes de Trypanosoma cruzi, el protozoo parasito que causa la enfermedad de
Chagas, contienen dos glutamato dehidrogenasas diferentes (GluDHs), NAD y NADP
dependientes. En este sentido los parasitos se asemejan a las bacterias, hongos y plantas
y se diferencian de animales superiores que poseen sélo una enzima inespecifica para
coenzima. La GluDH-NADP dependiente (EC 1.4.1.4) es un hexdmero formado por
subunidades idénticas de 47kDa, mostrando ser muy semejante a la correspondiente
enzima de E. coli en cuanto a la secuencia de aminoéacidos del extremo N-terminal. La
forma NADP dependiente podria ser biosintética mientras la forma NAD dependiente
podria tener un rol catabélico.

La GluDH-NADP dependiente fue purificada a homogeneidad proteica a partir de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi mediante un protocolo mejorado que incluye
cromatografia de afinidad en Blue Sepharose. Se determiné la secuencia de aminoacidos
de 11 péptidos internos, obtenidos por digestién 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 monoespecifico producido contra la proteina purificada se realiz6 el
rastreo de una biblioteca de expresién genémica de T. cruzi en el vector Agtl1. De esta
forma pudo seleccionarse un unico 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 aminoacidos del extremo N-terminal de la enzima
madura y con la secuencia del clon correspondiente al extremo C-terminal pudieron
clonarse y secuenciarse dos ORFs completos (TcGluDH] 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
aminoécidos. Usando el gen TcGluDH] como sonda se realizaron experimentos de
Southern blot, usando fragmentos de restriccién o cromosomas enteros separados por
electroforesis en campo pulsado, indicando variaciones entre los diferentes clones y cepas
de parasitos, sugiriendo la presencia de varios genes codificando para la GluDH-NADP. La
expresion de la enzima resulté ser diferente en los distintos estadios del desarrollo. La
forma epimastigote presenta mayor cantidad de ARNm y proteina (a juzgar por la actividad
enzimatica y ensayos de Western blot), en comparacién con otras formas del parasito. El



gen clonado TcGluDH] fue expresado en E. coli, produciendo una enzima recombinante
activa con constantes cinéticas similares a la enzima natural. A pesar de que las evidencias
bioquimicas sugieren que la enzima se localiza tanto en el citoplasma como en la
mitocondria, nuestros resultados indican una localizacién exclusivamente citosélica para
la GluDH-NADP.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; glutamato dehidrogenasa NADP dependiente;
catabolismo de aminoécidos; purificacién; secuenciacién de ADN; comparacién de

secuencias; secuenciacién de proteinas.



“Cloning, genomic organization and expression of the NADP-glutamate
dehydrogenase (NADP-GIuDH) of Trypanosoma cruzi “.

Epimastigotes of Trypanosoma cruzi, the parasitic protozoan which causes Chagas
disease, contain two different glutamate dehydrogenases (GluDHs), one NADP-linked and
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 Mr 47.000, seems to be very similar to the enzyme from E. coli in terms of amino acid
composition and N-terminal sequence. The NADP-GIuDH might be biosynthetic, whereas
the NAD-linked enzyme might have a catabolic role.

The NADP-linked glutamate dehydrogenase has been purified to homogeneity from
epimastigotes of Trypanosoma cruzi by an improved procedure using Blue Sepharose
affinity chromatography. The amino acid sequences of 11 internal peptides obtained by
digestion with CNBr, 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 library of T.cruziin Agt11. A clone containing 270 bps at the 3'-end of the gene
was selected, and completely sequenced. Using PCR reactions with oligonucleotide primers
synthesized according to the amino acid sequence of the N-terminus of the mature enzyme,
and to the nucleotide sequence of a clone corresponding to the C-terminus, two complete
ORFs (TcGluDH and TcGluDH2) were isolated and sequenced. The sequences obtained
are most similar to that of the NADP-GIuDH of 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 TcGluDH | as a probe, Southern biot
experiments of both, restriction fragments and whole chromosomes separated by pulsed-
field electrophoresis, 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 TcGluDH| was expressed in E.
coli, producing active recombinant enzyme with kinetic constants similar to those of the



natural NADP-GIluDH. Although biochemical evidence had previously suggested that the
enzyme has a multiple localization (cytosolic and mitochondrial localization), our results

suggested an exclusively cytosolic localization for NADP-GIuDH.

Key words: Trypanosoma cruzi; NADP-linked glutamate dehydrogenase; amino acid

catabolism; purification; DNA sequencing; sequence comparison; protein sequencing.
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Abreviaturas y Aclaraciones

A absorbancia

oKG o-cetoglutéarico

ADNc ADN copia

ADNk ADN kinetoplastico

ATP trifosfato de adenosina

BCIP 5-bromo, 4-cloro, 3-indolil fosfato
BrCN bromuro de cianégeno

BSA seroalbumina bovina

CAPS 3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfénico
Ci curie

CM carboximetil

DEAE-<elulosa dietilaminoetil-celulosa

DEPC dietilpirocarbonato

dNTP 2'-deoxinucleésido 5'-trifosfato

dATP 2'-deoxiadenosina 5'-trifosfato

dCTP 2'-deoxicitidina 5'-trifosfato

DMEM medio Eagle modificado por Dulbecco
DTNB acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
DTT ditiotreitol

EDTA acido etilén diamino tetracético

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
GluDH glutamato dehidrogenasa

GST glutatiéon-S-transferasa

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
1Bz o-iodosobenzoato

Ig inmunoglobulina

IPTG isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
kDa kiloDaltones

kpb kilopares de bases

A lambda

MEM medio de Eagle modificado



MOPS
NAD
NADH
NADP
NADPH
NBT
NEM
NP-40
ORF
p/v
PAGE
pb
pCMB
PCR
PEG
PFGE
PMSF
PVDF
RMN
rpm
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
SSC
splicing
TBE
TBS
TBST
TCA
TE
TEMED
TFA
TLCK
Tris
ubpo

[3-(N-morfolino)-propanosulfénico]

nicotinamina adenina dinucleétido (forma oxidada)
nicotinamina adenina dinucleétido (forma reducida)
nicotinamina adenina dinucleétido fosfato (forma oxidada)
nicotinamina adenina dinucleétido fosfato (forma reducida)
azul de nitrotetrazolio

N-etil maleimida

nonidet P-40 (octilfenoxi-polietoxietanol)

marco abierto de lectura

peso en volumen

electroforesis en gel de poliacrilamida

pares de bases

p-cloromercuribenzoato

reaccién en cadena de la polimerasa
polietilenglicol

electroforesis en gel de campo pulsado
fenilmetilsulfonilfluoruro

polivinildifluoruro

resonancia magnética nuclear

revoluciones por minuto

PCR acoplada a transcripcién reversa

dodecil sulfato de sodio

electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
solucién de sodio-citrato

corte y unién de moléculas de ARN

amortiguador tris borato-EDTA

amortiguador tris salino

TBS-Tween-20

acido tricloroacético

amortiguador tris-EDTA

N,N,N’,N’ tetrametil etilendiamina

acido trifluoroacético

tosillisilclorometilcetona
2-amino-2-hidroximetil-1-3-propanodiol

unidad de densidad 6ptica



ufp
dTR
p/v

X-gal

unidad formadora de placa de lisis
regién no traducida

peso en volumen

volumen en volumen
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido
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Introduccion

Los protozoos son organismos unicelulares que se encuentran entre los procariontes y los
eucariontes superiores, presentando caracteristicas de ambos grupos. Son semejantes a
las bacterias con respecto a su pequefio tamario (entre 1-150 pm), sus tiempos cortos de
generacion, su alta tasa de multiplicacién y su tendencia para inducir un estado
inmunolégico que les permite la reinfeccion de los hospedadores sobrevivientes. Por otro
lado, son células eucariontes con organelas y caminos metabdlicos semejantes al
hospedador. Estos organismos han desarrollado numerosas estrategias para sobrevivir,
tales como la evasién de la respuesta inmune. Esto hace que las infecciones con protozoos
parasitos perduren mas 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 taxén, sino que se aplica a individuos de un subreino dentro del
reino Protista (Levine et al., 1980). Existen aproximadamente 45.000 especies de protozoos,
de las cuales cerca de 10.000 son parasitos 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 suerio y la leishmaniasis, consideradas entre otras como las enfermedades
mas importantes de los paises tropicales afectando a una gran proporcién 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 alimentacién.



Clasificacion

La clasificacién de los protozoos parasitos se basa en un amplio rango de caracteristicas
como: detalles de su estructura, variaciones en el ciclo de vida y diferencias moleculares
y bioquimicas. Tradicionalmente y por conveniencia, los protozoos han sido separados en
4 grupos teniendo en cuenta su forma de locomocién: flagelados (flagelos) como
Leishmania, Trypanosoma, Giardia y Trichomonas; ameboideos (por pseudopodos)
como Entamoeba; esporozoos (sin forma evidente de locomocién) como Sarcocystis,
Toxoplasma, Plasmodium, Babesia y Theileria y ciliados (cilias) como Balantidium
(Sleigh, 1989; Cox, 1993).

Taxonomia de Trypanosoma cruzi

El T. cruzi es un protozoo paréasito cuya ubicacién taxonémica ha sido determinada y
revisada por el comite sobre sistematica y evolucién de la Society of Protozoologists,
como se detalla a continuacién (Levine et al., 1980):

Phyium Sarcomastigophora
La locomocion se realiza por medio de flagelos y/o pseud6podos. Presentan un
unico tipo de nucleo y la sexualidad es por singamia.

Subphylum Mastigophora
Presentan uno o mas flagelos. La reproduccién asexual es por fisién binaria y en

algunos grupos existe reproduccién sexual.

Ciase Zoomastigophorea
Sin cloroplastos. La locomocién es por medio de uno o varios flagelos, en

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

se conocCe €n unos pocos grupos.

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

mitocondria Unica (en algunas formas no funcional) que se extiende a lo largo de la célula
como un tubo, conteniendo una red de ADN que forma una prolongacién de la mitocondria,
llamada kinetoplasto. El aparato de Golgi se ubica en la zona de la depresién flagelar. La
mayoria de las especies son parasitas y el resto son de vida libre.



Suborden Trypanosomatida
Unico flagelo libre o unido al cuerpo celular por una membrana ondulante, el
kinetoplasto es pequerio y compacto. Todas las especies son parasitas.

Famiilia Trypanosomatidae

Géneros Monogenéticos (un solo hospedador): Blastocrithidia, Crithidia,
Leptomonas, Herpetomonas. Parasitos de invertebrados.

Géneros Digenéticos (dos hospedadores: invertebrado y vertebrado):

Leishmania y Trypanosoma. Parésitos de vertebrados.

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

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

Seccion Saiivaria. Completan su desarrollo en las glandulas salivales del insecto
y se transmiten por su picadura: T. brucei y T. congolense.

Seccion Estercoraria. Completan su desarrollo en la ultima porcién del tubo
digestivo del insecto vector. Se transmiten con sus deyecciones: T. cruzi, T. lewisi.

Los Trypanosomatidos

Son protozoos parasitos flagelados del Orden Kinetoplastida, la mayoria de los cuales
provoca serias enfermedades en los seres humanos y en los animales domésticos.

En América del Sur y Centroameérica cerca de 20 millones de personas se encontrarian
infectadas con Trypanosoma cruzi, parasito que provoca la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana. En nuestro pais se estima en 2 millones el nimero de personas
infectadas en un area que abarca dos tercios de su superficie, constituyendo un serio
problema de salud publica (Carlomagno et al., 1989).

En Africa existen dos subespecies de parésitos que infectan seres humanos, T. brucei
gambiensey T. brucei rhodesiense. Ambas causan la “enfermedad del suefo”, que lleva
al coma y finalmente a la muerte, en el este, centro y oeste de Africa.

Los protozoos parasitos también afectan a los animales domésticos, donde en una vasta
regién de Africa, la trypanosomiasis es considerada endémica. T. congolense y T. vivax
son extremadamente patégenos para el ganado, T. brucei brucei provoca serias
enfermedades en caballos y camellos como asi también en el ganado. Otros trypanosomas
de animales domeésticos son: T. uniforme (menos patdgeno), 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, Turquia 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 clinicas referidas como
leishmaniasis. La virulencia de la enfermedad depende del estado inmunolégico del paciente
y de la especie en particular del parasito. Prevalecen en regiones templadas y tropicales
causando en el hombre tres tipos de enfermedades: leishmaniasis visceral, cutanea, y
mucocutanea.

Las subespecies Leishmania donovaniy Leishmania chagasi provocan la leishmaniasis
visceral o kala-azar. Esta enfermedad se manifiesta con fiebre, transtornos en la
alimentacién, anorexia, pérdida de peso, agrandamiento del higado e
hipergamaglobulinemia y es causa de mortalidad en vastos territorios de la India, Africa,
Latinoamérica y el litoral mediterréneo.

La leishmaniasis cutdnea es méas comun, sus lesiones de tipo ulcera, son usualmente
crénicas y puede provocar desfiguracién, 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, India y
Africa.

La forma mucocutanea 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 trypanosomatidos no patégenos que infectan animales, cuyo ejemplo
mas 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 mamiferos son Leptomonas y Crithidia ya
que solo infectan insectos.

También existen trypanosomatidos parasitos 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 fosiles, la construccién del arbol filogenético de los
protozoos con kinetoplasto se realiza en base a la comparacién de las secuencias del
ARNr 9S y 12S, por ser zonas muy conservadas y por lo tanto adecuadas para este tipo
de analisis.

Los parasitos con kinetoplasto presentan diferentes estilos de vida: vida libre, parasitismo
monogenético involucrando a un solo hospedador, generalmente invertebrado, y parasitos
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 construccién del arbol
filogenético resulta que Crithidia fasciculata es la especie mas antigua, seguida por
Leptomonas sp. Todos ellos son parésitos de artrépodos, principalmente en Insecta
(Diptera, Hemiptera y también en Lepidéptera, Orthéptera, etc). En cambio, las especies
digenéticas Leishmania tarentolae, Trypanosoma cruziy Trypanosoma brucei podrian
provenir de un antecesor monogenético como Leptomonas, asumiendo que su aparicién
es anterior a la separacion de Africa y América del Sur. En las especies digenéticas, la
morfologia del estadio del parésito que se encuentra en el insecto, es muy semejante al de
las especies monogenéticas. El nodo mas antiguo podria ubicarse hace 264 millones de
anos, muy cerca del origen de los fésiles del insecto hospedador (Hemiptero). Esto
implicaria que el ancestro kinetoplastido y el insecto hospedador, podrian haber aparecido
aproximadamente al mismo tiempo, sugiriendo la coevolucién de los parasitos y su
hospedador (Lake et al., 1988).

Por lo tanto, estudiando el ARN ribosomal de la mitocondria (contenido en el kinetoplasto)
se sugiere que los géneros Crithidia, Leptomonas, Leishmaniay Trypanosoma divergen
sucesivamente, origindndose el estilo digenético antes de la separacién de Leishmania.

En cambio, el andlisis del ARN ribosomal nuclear que corresponde a la subunidad menor
del ribosoma, sugiere un arbol evolutivo distinto. Los géneros Leishmania, Endotrypanum,
Leptomonas y Crithidia formarian un grupo muy relacionado, mientras que Phytomonas,
Blastocrithidia, T. cruzi y T. brucei se encontrarian a mayor distancia. En este nuevo
arbol, T. bruceiy T. cruzi, divergen antes del linaje de Crithidiay Leishmania (los cuales

estan estrechamente relacionados). Se propone que el origen del parasitismo a insectos y



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

(Fernéandes et al., 1993). En la figura 1 se representan esquematicamente los arboles

filogenéticos propuestos por ambos grupos.

Figura 1: Relaclén fllogenética
y origen dei parasitismo en ios
trypanosomatidos.

(a) Representacion de las raices
del arbol filogenético que
relaciona a los protozoos con
kinetoplasto, construido por
comparacion entre las secuencias
de los genes mitocondriales del
ARNr 9S y 12S. Los pasos
importantes en la evolucion de
estos organismos son: (i) la
adquisicién de un hospedador
insecto (ciclo de vida
monogenético), (ii) introducciéon
del estadio protomastigote en el
ciclo de vida, (iii) desarrollo de un
ciclo de vida digenético, (iv) en
Trypanosoma la adquisiciéon de
un hospedador mamifero 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. El arbol
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 ARNr, en
cambio las distancias verticales no
tienen significado evolutivo. Las
flechas horizontales representan el
origen del parasitismo digenético.
D: paréasitos de vertebrados,
digenéticos; P: paréasitos de
plantas, digenéticos; M: parasitos
monogenéticos; F: organismos de
vida libre (Fernandes et al., 1993).
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Debido a su gran antigiiedad en comparacién con el resto de los eucariontes y a su
particular comportamiento, los protozoos parasitos 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 tripanosomatidos, 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 replicacién de los minicirculos
y maxicirculos y la variacién antigénica de las proteinas de superficie. También, se han
buscado durante mucho tiempo secuencias promotoras, importantes en la regulacién de
la expresion génica, con resultados limitados hasta el momento.

El kinetoplasto

El kinetoplasto es una zona de la matriz de la Unica mitocondria de los Trypanosomatidos
que contiene el ADN kinetoplastico 6 ADN mitocondrial. Este ADN contiene 2 tipos de
estructuras: los minicirculos son circulos covalentemente cerrados, presentes en
aproximadamente 10.000 copias y cuyo tamaio oscila entre 0,5 a 2,8 kilobases segun la
especie. En cambio, los maxicirculos se encuentran en menor nimero, de 25 a 50 y con
un tamarno de 20 a 37 kilobases. Los circulos de ADN se encuentran concatenados
formando una malla que puede visualizarse al microscopio electrénico y cuya estructura
es Unica en la naturaleza.

Los maxicirculos contienen genes que codifican ARNs ribosomales y proteinas
mitocondriales como el citocromo b y subunidades de la NADH dehidrogenasa y la
citocromo oxidasa. Ademas llevan informacién para el proceso de editado del ARN y
parecen ser idénticos entre si (Ryan et al., 1988).

Los minicirculos fueron durante mucho tiempo un enigma. Presentan a menudo secuencias
muy heterogéneas y llevan informacién genética para pequenos ARNs guias (ARNg) que
funcionan como templados especificos en el editado de ARNs mensajeros de genes
mitocondriales cripticos. La heterogeneidad de los minicirculos es méas destacada en T.
brucei que en Leishmania, Crithidia y T. equiperdum y probablemente podria estar
asociada con el editado (Borst, 1991).



La replicacién de esta trama es complicada. Los minicirculos replican una sola vez por
ciclo, a diferencia del ADN mitocondrial en animales, y para hacerlo se separan de la
trama. En cambio los maxicirculos se replican unidos a la trama en forma de circulos
rodantes (Ryan et al., 1988).

Una cromatina descondensada

En los ultimos arnos se han aportado muchos datos en relacién con la forma particular en
que se organiza la cromatina en los protozoos que permitirian explicar su fragilidad e
imposibilidad de condensacién para formar cromosomas durante la divisién 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
organizacion basica y que hay un cierto grado de condensacién en aquellos parasitos que
no se encuentran en divisiéon.

La histona H; carece del dominio globular esencial para la estabilizacién del ADN cercano
al nucleosoma. Por otro lado, el alto nimero de sustituciones en los aminoéacidos de las
histonas H2A, H3 y Ha y el acortamiento de la secuencia de la histona H2B contribuyen al
mantenimiento del estado descondensado de la cromatina (Galanti and Toro, 1994). Como
consecuencia de lo expuesto, la mitosis en trypanosomatidos, esta caracterizada por: la
ausencia de cromosomas condensados, el mantenimiento de la membrana nuclear durante
toda la division celular y la presencia de placas densas asociadas con un huso mitético
intranuclear.

Un fenomeno genético primitivo. Editado de una molécula de ARN o
“editing”.

El editado del ARNm es uno de los mecanismos méas novedosos presentes en
trypanosomaétidos. Es un proceso post-transcripcional que ocurre en la mitocondria e
involucra a los maxicirculos y minicirculos, aunque se desconoce si ocurre antes o después
de la poliadenilacién (Stuart, 1991; Arts and Benne, 1996).

Consiste en la adicion y delecién de uridinas a una molécula de ARN mensajero. Este
mecanismo puede crear un nuevo codén de iniciacién para la traduccién de una proteina
mitocondrial, puede llevar a la correccién a nivel de ARN del desplazamiento en el marco
de lectura e incluso la formacién de un marco de lectura completo, obteniendo asi un
ARN completamente editado con un marco de lectura abierto y continuo.



La informacion necesaria para el editado se encuentra en los ARNg (guias), pequernos
transcriptos de aproximadamente 60 nucleétidos, complementarios a las secuencias del
ARNm a editar. El proceso parece estar asociado con un complejo de alto peso molecular
llamado editosoma que contiene ARNg, ARNm parcialmente editado y proteinas (Hajduk
et al., 1993).

Los ARNg estan codificados en los maxicirculos y minicirculos del kinetoplasto y contienen
un promedio de 15 nucleétidos de uridina. El nimero de ARNg diferentes, transcriptos a
partir de los minicirculos varia entre especies (Thieman et al., 1994).

T. brucei presenta minicirculos en mayor numero y heterogeneidad con respecto a
Leishmania y Crithidia, lo cual sumado a las evidencias de un mayor editado sugieren la
necesidad de minicirculos heterogéneos para un editado correcto y eficiente de los ARNm
codificados por los maxicirculos de T. brucei. En cambio, T. vivax y T. equiperdum carecen

de maxicirculos funcionales, presentando minicirculos muy homogéneos (Borst, 1991).

Debido a que los genes para los ARNg se encuentran localizados en los minicirculos,
Simpson y Thieman (1995) concluyen que el editado es un rasgo genético que puede
perderse facilmente en ausencia de una presién de seleccién para mantener el producto
editado. Se desconocen aun las ventajas adaptativas que otorga la aparicién y el
mantenimiento del editado, pudiendo obtenerse una proteina directamente a partir de su
transcripto, sin necesidad de este proceso (Covello and Gray, 1993). Su origen en
trypanosomatidos data de 100-200 millones de arios, hecho correlacionado con la aparicién
del insecto vector en el registro fésil y con la divergencia de las especies del nuevo y viejo
mundo (Landweber and Gilbert, 1994).

Transcripcion discontinua de los ARNm

En estos organismos, la transcripcién de una unidad transcripcional policistrénica ocurre
ininterrumpidamente para generar ARNm policistrénicos. Luego, sufren dos importantes
modificaciones: la poliadenilacion en el extremo 3' no codificante y la unién por trans-
splicing de una secuencia en una zona AG del extremo 5' no codificante del ARNm. Dicha
secuencia esta codificada por un exén separado, al que se llamé “miniexén”. Existen
alrededor de 200 copias del “miniex6n” 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 transcripcién de los ARNm es discontinua debido a que la secuencia del

miniexén 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 trypanosomatidos son organismos que carecen de intrones. Normalmente, en una
unidad transcripcional pueden encontrarse varias zonas de cédigo correspondientes a
varias proteinas. El transcripto primario obtenido, es tratado por la maquinaria de trans-
splicing y poliadenilaciéon 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
comun de 39 nucleétidos en el extremo 5' llamada “miniexén”. Esta secuencia no es
codificante y proviene de un transcripto de 140 nucleétidos llamado med ARN (donor de
miniexén) (Laird, 1989), que lleva un extremo cap normal de 7-metil guanosina ademas
de modificaciones en los primeros 4 nucleétidos y en la posicién 6. El med ARN tiene una
alta tasa de recambio y una vida media in vivo de solo 4 minutos.

Este sistema esta claramente relacionado con el cis-splicing, aunque aun no se conoce si
es una variacién exética o un resabio arcaico de este mecanismo (Laird, 1989). En la
figura 2 se describe el proceso mencionado.

MINI-EXONES EXONES ESTRUCTURALES
—r—r——r———fr
J' . TRANSCRIPTO PRIMARIO
4o G=e med ARN
130 Cem —_mmmmmaAs PRE-ARNM

Figura 2: Representacién esquemitica del proceso de trans-splicing y transcripclén policistrénica
en trypanosomas.

Las letras “P” indican la posicién de los promotores. El transcripto primario es de tipo policistronico. El
trans-splicing entre el ARN donor del miniexén (med ARN) y el mensajero poliadenilado (PRE-ARNm)
resulta en la produccién de ARNs maduros que tienen el miniex6n de 39 pb en su extremo 5' (caja blanca),
el exén codificante (caja negra) y una secuencia poli A en su extremo 3' (Laird, 1989).



Para el procesamiento de un ARN policistrénico, se producen dos cortes, uno de ellos
realizado por la maquinaria de trans-splicing a una distancia rio arriba del codén de
iniciacioén, y el otro relacionado con la poliadenilacién del gen anterior, localizado a
aproximadamente mil nucleétidos en direccién 5' del sitio de adicién del miniexén.

En Leishmania y T. brucei fueron identificadas secuencias ricas en pirimidinas y una
zona AG, que podrian ser reconocidas para el proceso de trans-splicing (Matthews et al.,
1994). En cambio no se han encontrado secuencias conservadas para la poliadenilacién,
lo que llevé a suponer que ambos procesos podrian estar acoplados (LeBowitz et al.,
1993; Vassella et al., 1994).

Los promotores en los Trypanosomatidos

Como consecuencia del trans-splicing, desaparecen las secuencias correspondientes al
inicio de la transcripcién de un gen resultando dificil la identificacién y localizacién de las
regiones reguladoras y promotoras.

Solo han sido identificados los promotores de los genes que codifican a las proteinas VSG
(glicoproteinas variables de superficie) y PARP (proteinas repetitivas acidicas prociclicas)
de T. brucei (Overath et al., 1994).

En T. cruzi fue identificado el sitio de iniciacién de la transcripcion del gen del ARN ribosomal
18S. Al comparar dichas secuencias con las descriptas en T. brucei y C. fasciculata no
se obtuvo ningun consenso. Sin embargo, se encontraron algunas secuencias repetidas
rio arriba de las promotoras, que indicaron homologia con aquellas y con las presentes en
los promotores de los mencionados trypanosomatidos (Dietrich et al., 1993).

La transcripcion en los trypanosomatidos es realizada por tres ARN polimerasas como en
el resto de los eucariontes. La ARN polimerasa |l es la encargada de la transcripcién de los
genes que codifican proteinas y en T. brucei esta tarea es compartida, para algunos
genes, con la ARN polimerasa |1 (Chung et al., 1992).

El bolsillo flagelar

Es una estructura conservada entre los trypanosomatidos y constituye una regién de su
superficie altamente diferenciada que facilita la internalizacién de moléculas del hospedador.
La membrana que rodea al cuerpo celular envuelve al flagelo en forma continua dejando
una invaginacion entre ellos que se llama bolsillo flagelar (Webster and Russell, 1993). En
la abertura del bolsillo flagelar, donde emerge el flagelo, este se engrosa y su funcién



consiste en limitar el acceso del material a la 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 llegar casi hasta el nucleo, en cambio en Trypanosoma es relativamente
superficial. A diferencia del cuerpo celular donde existe una gran trama de microtubulos,
por debajo del bolsillo flagelar desaparece dicha red. Tal vez sea consecuencia directa de
su actividad endocitica a través de vesiculas que brotan de la membrana del bolsillo y se

comparan con los endosomas de mamiferos.

Ciclo de vida e interaccion hospedador-parasito

Interaccion hospedador-parasito

Los protozoos parasitos han desarrollado una gran habilidad para poder sobrevivir durante
largos periodos de tiempo dentro de su hospedador. Entre las estrategias empleadas para
lograrlo, se encuentran la variacién antigénica, la resistencia al complemento y al ataque
inmunolégico y/o el escape hacia compartimientos tales como el citoplasma del
hospedador. Lo interesante es conocer cémo estos parésitos pueden manipular a su
hospedador, a distintos niveles y para su propio beneficio, logrando crear un ambiente
menos hostil.

El género Trypanosoma comprende parasitos digenéticos cuyo ciclo de vida se desarrolla
entre un hospedador invertebrado (insecto vector) y un hospedador vertebrado (mamifero).

Hospedador invertebrado
Orden Hemiptera:

Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
La familia comprende 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
alimentacién es esencial para la produccién de huevos viables (Molyneux, 1993).



Hospedador vertebrado
Trypanosoma cruzi es un patégeno que penetra y replica en una amplia variedad de

células. Como consecuencia se produce una infeccién que en el hombre puede durar
décadas. Para lograr acceder al hospedador mamifero, el parasito utiliza rutas alternativas
de entrada, pero a diferencia de otros protozoos parasitos, T. cruzi no es inoculado
directamente en la circulacién sino que es depositado sobre su piel durante la ingesta-
defecacién del vector (Ortega-Barria and Pereira, 1992).

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

La vinchuca se infecta durante la alimentacién, por ingestion de los tripomastigotes
presentes en la sangre periférica de un mamifero infectado. En este estadio los parasitos
no pueden dividirse y 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
sanguineos llegan al intestino medio de la vinchuca donde sufren transformaciones
morfolégicas que conducen a la forma epimastigote, alrededor de 24 horas después de la
ingesta. Esta forma se divide activamente por fisién binaria y es capaz de mantener
indefinidamente la infeccién en el insecto vector. Los epimastigotes son alargados, su
flagelo es libre y la posicion del kinetoplasto es anterior al nucleo. No son capaces de
infectar al hospedador mamifero y generalmente corresponden a la forma obtenida en
cultivo liquido a 25°C en medios axénicos.

Luego de 4 dias, los epimastigotes se encuentran en la ampolla rectal, donde se diferencian
a tripomastigotes metaciclicos. Son morfolégicamente similares a los que se encuentran
en la sangre del hospedador vertebrado, donde son infectivos.

Son alargados, delgados y mas méviles que los epimastigotes, el kinetoplasto es posterior
al nicleo y son incapaces de dividirse. Se eliminan con las heces y la orina durante o
después de la ingesta de sangre iniciando una nueva infeccién. Llegan a la sangre del
hospedador atravesando la piel o las mucosas a través de microescoriaciones.

Para poder multiplicarse deben invadir rapidamente células de diferentes tejidos como
por ejemplo las fibras musculares esqueléticas y cardiacas, las células de la glia, el sistema

reticulo endotelial y el aparato digestivo.
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Los tripomastigotes, tanto sanguineos como metaciclicos, pueden sobrevivir a la fagocitosis
de los macréfagos escapando de la vacuola fagocitica hacia el citoplasma, evadiendo la
respuesta lisosomal de la célula hospedadora. En cambio los epimastigotes son eliminados
por los macréfagos. Los tripomastigotes pueden penetrar células no fagociticas por medio
de adhesién seguida de endocitosis.

Luego de 3 horas de haber penetrado en la célula, los tripomastigotes se diferencian a
amastigotes cuya forma es redondeada y su flagelo pequeno. Asi 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
tripomastigotes unas horas antes de la lisis celular. Al liberarse a la sangre pueden reiniciar
el ciclo invadiendo una nueva célula del mismo individuo 6 infectar una vinchuca durante
la alimentacién de ésta (figura 3(b)) (Avila, 1992).

flagelo

\
\

bolsillo
flagelar

kinetoplasto

nucleo

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

Invasion de la célula hospedadora

Para poder completar su ciclo de vida, algunos protozoos parasitos deben alojarse dentro
de las células del hospedador mamifero. Por ejemplo, el estadio sanguineo de los parasitos
de la malaria invaden exclusivamente glébulos rojos y Leishmania, in vivo, solo se localiza
dentro de los macréfagos. En cambio, T. cruzi es menos estricto ya que infecta células del
miocardio, macréfagos y células del sistema nervioso auténomo. /n vitro es ain menos
selectivo e invade fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales con alta eficiencia.

Los tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi acceden al hospedador a través de la piel
donde son depositados durante la picadura de la vinchuca. La infeccién ocurre luego de
que el parasito accede a los tejidos cercanos.

El primer contacto entre la célula y el parasito y la invasién, incluyen la adhesién a moléculas
ricas en acido sialico, proteoglicanos o moléculas de la matriz extracelular, como el
colageno, la fibronectina y glicoproteinas que pueden influir en la direccién y sitio de

colonizacién.



In vitro, la penetracién de T. cruzi en células epiteliales 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 inicial y podrian
contener receptores para tripomastigotes (Schenkman et al., 1988).

Las evidencias indican que la penetracién ocurre por un proceso de endocitosis distinta
de la clasica fagocitosis, ya que no hay emisién de pseudopodos durante la entrada del
parasito (Schenkman et al., 1988). Este mecanismo no necesita energfa ni participacién
de los microfilamentos del hospedador. En cambio, la invasién requiere energia metabélica
del parasito (Schenkman et al., 1991a; Ortega-Barria and Pereira, 1992).

Los parésitos invaden en los margenes periféricos de las células en una zona pobre en
lisosomas e inmediatamente comienza a formarse una vacuola. Luego, los lisosomas se
agregan en forma organizada en el sitio de unién del parasito y se fusionan con la vacuola
durante los primeros momentos de su formacién. Este evento esté4 facilitado cuando los
lisosomas son transportados por microtiubulos hacia la periferia celular. En cambio,
alrededor del parasito recién internalizado no se detecta actina polimerizada, e incluso la
desorganizacion de los microfilamentos de actina facilita la invasién (Tardieux et al., 1992).
Entre una y dos horas después de la invasién, la vacuola se rompe y los tripomastigotes
escapan al citoplasma.

Ley et al. (1990) han demostrado que dicha vacuola es un compartimiento acido y que el
aumento del pH inhibe el escape de los parésitos al citoplasma.

En el proceso de ruptura de la membrana vacuolar estéd involucrada una hemolisina
secretada por el parasito. Esta proteina llamada Tc-TOX presenta una actividad formadora
de canales iénicos en bicapas de fosfolipidos a bajo pH, dafiando la membrana. La proteina
es semejante al componente Cg del complemento (Andrews et al.,1990).

Dentro de la célula del mamifero, los amastigotes se dividen intensamente por fisién
binaria y se transforman en tripomastigotes sanguineos que entran en la circulacién
sanguinea. Estos pueden invadir una gran variedad de células de tejidos cercanos u 6rganos
especificos més alejados (Ortega-Barria and Pereira, 1992).

Al emerger de la célula, el tripomastigote sanguineo contiene poco o nada de acido siélico
en su superficie. Al entrar en la circulacién expresan una unica actividad de trans-sialidasa,
que transfiere acido sialico desde moléculas del hospedador hacia moléculas de la superficie
del parasito, principalmente hacia un epitope llamado Ssp-3, encontrado exclusivamente
en las membranas de los tripomastigotes infectivos. Esta reaccién permitiria la adquisicién
de la estructura de Ssp-3 requerida para el reconocimiento y adhesién a la célula



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

Los receptores para T. cruzi presentes en la superficie celular estan sialidados y ha sido
comprobado que la presencia de estas moléculas beneficia el proceso de invasién
(Schekman and Eichinger, 1993). También se involucra a la trans-sialidasa en el proceso
de ruptura de la vacuola fagocitica facilitando la accién de la proteina Tc-TOX.

Diferenciacion

Para desarrollar formas moleculares de prevencién de la enfermedad, es decisivo el
conocimiento de los mecanismos regulatorios que controlan la expresién de los genes
involucrados en la diferenciacién de una forma invasiva y no replicativa como el
tripomastigote a una forma intracelular y multiplicativa como el amastigote. En este sentido
se ha visto que la expresion de muchos polipéptidos varia siguiendo este patrén de
diferenciacién (Ruiz-Ruano et al., 1991).

El proceso de diferenciacién, conocido como metaciclogénesis, puede ser inducido en
cultivos liquidos de epimastigotes de diferentes formas: por medio de componentes del
suero de mamiferos, por el uso de medios imitando la orina del insecto 6 con extractos del
intestino medio de la vinchuca, por stress metabdlico, 6 AMPc. En este sentido, los
tripomastigotes metaciclicos 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 activacién de la adenilato
ciclasa en membranas de epimastigotes, luego de unirse a un receptor especifico,
estimulando la diferenciacién in vitro de los epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos.
Muy probablemente, la transduccion de seriales via proteina G es la responsable del
aumento en los niveles de AMPc intracelular que activan una proteina kinasa A provocando
la fosforilacién de proteinas especificas relacionadas con la diferenciacién. Se ha visto
que dicho receptor es especifico para péptidos que lleven determinadas secuencias de -

globina.



La Enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis
Americana

Esta enfermedad afecta seres humanos de 15 paises del continente americano y constituye
uno de los problemas mas serios de la salud publica. Se estiman alrededor de 90 millones
de personas expuestas al contagio por vivir en zonas endémicas. En nuestro pais el area
afectada abarca las dos terceras partes de su superficie.

Esta enfermedad dificilmente curable y muchas veces mortal es producida por el protozoo
parasito Trypanosoma cruzi identificado por primera vez en 1909 por Carlos Chagas en
Brasil. El vector que lo transmite al mamifero es el insecto Triatoma infestans o vinchuca.
Esta infeccién era solo propia de animales selvaticos pero debido a la incursién del hombre,
algunas especies de vinchuca se adaptaron a la vivienda humana. Solo las especies
domiciliadas son las que por evolucién adaptativa estan involucradas en la infeccién
(Carlomagno et al., 1989).

Por esta razén, las zonas rurales son las mas desprotegidas debido a que la vinchuca vive
en los techos de paja y paredes de adobe y también suele encontrarse en gallineros,
corrales y depdsitos de lena. Los animales 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, econémicos y politicos llevan asociados carencias en la alimentacién
y en la salud basica de los habitantes, reduciendo considerablemente su calidad de vida.

Etapas de la enfermedad. Evidencias clinicas

En la enfermedad de Chagas se pueden distinguir tres etapas: una aguda, una
indeterminada y una crénica (Carlomagno et al., 1989).

La fase aguda se presenta inmediatamente luego de la infeccién inicial, en general con
signos inespecificos y solo en muy pocos casos es reconocible por el caracteristico ojo
casi cerrado debido a la hinchazén del parpado o signo de Romara. También se detecta
una fuerte parasitemia, supresién del sistema inmune y activacién policlonal. Al terminar
esta fase, los infectados pasan por un perfodo prologado de tiempo sin manifestaciones

clinicas.



Solo en un tercio de los infectados se desarrollan los sintomas caracteristicos de la fase
crénica, como la miocardiopatia o patologias de aparato digestivo con diferentes grados
de severidad.

Si bien en algunos enfermos la fase aguda resulta fatal, en la mayoria de ellos la respuesta
inmune logra reducir los niveles de parasitemia hasta hacerlos indetectables. De esta
forma el paciente entra en la fase crénica de la enfermedad. De acuerdo a la gravedad de
los sintomas, 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 mas afectados?

En los mamiferos varia ampliamente el grado de susceptibilidad a la enfermedad. El
hombre, los canidos y félidos como también algunos roedores de laboratorio (ratones,
ratas jovenes y hamsters), sufren infecciones agudas y a veces fatales.

Experimentos realizados en perros y ratones han mostrado mayor susceptibilidad en
individuos jovenes y machos, incluso prepuberes, descartando que exista relacién con las
hormonas sexuales. En los seres humanos las observaciones clinicas también sugieren
que hay mayor susceptibilidad en individuos jévenes y del sexo masculino (Barriga, 1991).
Los hombres y mujeres enfermos que tienen entre 30 y 40 arios ven como consecuencia
de la infeccién muy limitada su capacidad de trabajo. Los nifios menores de 10 afos son
también muy sensibles.

Formas de transmision y contagio

Como la vinchuca tiene habitos nocturnos, se apoya sobre la piel de una persona dormida,
la pica y se alimenta de su sangre. Al mismo tiempo elimina sus deyecciones que contienen
los parasitos, que atraviesan la piel y las mucosas a través de las escoriaciones producidas
por el rascado. Alcanzan los vasos sanguineos que los conducen a los distintos tejidos
donde el paréasito se multiplica. Esta via de transmisién se llama vectorial y es la mas
importante.

Otra forma puede ser por medio de transfusiones de sangre. El parésito puede permanecer
infectivo hasta después de 3 semanas de extraida 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 transmisién congénita. La infeccién 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 estadio crénico de la enfermedad. A pesar de esto, la infeccién
transplacentaria o congénita ocurre entre el 0,7 al 10,5% de los niflos de madres
seropositivas (Brabin, 1993).

Pueden ocurrir casos congénitos asintomaticos debido a la infeccién tardia en la gestacién
y a una respuesta inmune intensa.

Los valores mencionados son altos al compararlos con otras enfermedades parasitarias
donde la infeccién congénita estéd asociada con infecciones agudas en mujeres con el
sistema inmune deprimido.

Por otro lado, las mujeres con infecciones crénicas corren mayor riesgo de repetir la
infeccién congénita en sucesivos embarazos contrariamente a lo que ocurre en murinos.
A pesar de no tener evidencias de que la interaccion entre la madre y el feto tenga influencia
en el riesgo cardiaco o gastrointestinal de la enfermedad, este fen6meno ha sido observado
en grupos familiares con enfermedades cardiovasculares en Brasil (Brabin, 1993).

Diagnostico, quimioterapia, vacunas

En la etapa aguda, la enfermedad puede ser facilmente diagnosticada examinando la
sangre del paciente infectado. En cambio, en la etapa crénica, los parasitos no son
detectados en sangre ya que se alojan en los tejidos, por lo cual se debe recurrir al
diagnéstico por ensayos inmunolégicos, a través de anticuerpos especificos. Solo en la
mitad de los pacientes crénicos se puede realizar un diagnéstico parasitolégico directo
por xenodiagnéstico o hemocultivo. Actualmente, se utilizan moléculas antigénicas que
permiten hacer el diagnéstico y precisar la etapa de la 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 crénica no
existen aun formas de tratamiento.

Los esfuerzos realizados con el objeto de desarrollar una vacuna no han sido todavia
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 vacunacién (Frasch et al., 1991).



Utilizacion de la glucosa por los Trypanosomatidos

Los tripomastigotes sanguineos 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 mamifero. La mayoria del resto de los
trypanosomatidos estudiados también presenta altas tasas de consumo de glucosa, sin
que esto guarde relacién con la cantidad de glucosa presente en el medio circundante. La
glucosa es la fuente preferida de energia pero la fructosa, manosa y glicerol también
pueden ser usadas para la respiracién.

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
sanguinea de los trypanosomas africanos.

Leishmania, T. cruziy T. lewisi presentan un consumo de glucosa mas bajo de manera
similar a la forma prociclica de T. brucei (Cazzulo et al., 1988a).

Un rasgo importante en los trypanosomatidos es la ausencia del “Efecto Pasteur”. En la
mayoria de los organismos, la transicién entre la anaerobiosis y la aerobiosis, va
acompanada de una rapida y considerable caida del consumo de glucosa. La inhibicién
de la glucoélisis por el oxigeno se llama “Efecto Pasteur”, e implica una forma de regulacién
del camino glucolitico. Debido a que la glucélisis aerébica aporta un mayor rendimiento
energético que la glucélisis anaerédbica, las células logran obtener la misma cantidad de
energia utilizando considerablemente menor cantidad de carbohidratos, los cuales pueden
ser almacenados como polisacéaridos. Este fenémeno ocurre en levaduras o en células
musculares, donde debido a la presencia de oxigeno se provoca una dréstica inhibicién en
la produccién de etanol o lactato, respectivamente, y un aumento en la produccién de
COa.

Como los trypanosomatidos no presentan Efecto Pasteur (Cannata and Cazzulo, 1984a)
o aun lo tienen invertido, la utilizaciéon de la glucosa es igual o menor bajo condiciones
anaerébicas. Ademas, no se han encontrado en ninguno de ellos reservas de polisacaridos
(Cannata and Cazzulo, 1984a).

El Efecto Pasteur invertido ha sido estudiado en detalle en Leishmania spp y también en
T. cruzi (Urbina et al., 1990).



Productos finales del catabolismo de la glucosa

Los trypanosomatidos degradan la glucosa dando como productos CO; (solo parcialmente)
y acidos orgénicos excretados al medio (Darling et al., 1987; Fairlamb and Opperdoes,
1986). Este proceso fue llamado “fermentacién aerébica” por von Brand (1979) para
resaltar que durante el metabolismo eran liberados productos fermentativos tipicos de un
proceso anaerébico, pero producidos en condiciones aerébicas.

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 13Cy
ensayos enzimaticos especificos de catabolitos.

Dichos productos se resumen en la tabla 1.

En T. brucei existen importantes diferencias cualitativas, dependiendo de la presencia o
no de oxigeno y del estadio del ciclo de vida. En los tripomastigotes sanguineos largos y
delgados, la mitocondria esta reducida a un canal sin crestas, donde no hay citocromos y
el Ciclo de Krebs no es funcional. Por esta razén depende enteramente de la glucélisis
para la produccién de energia. Produce casi exclusivamente piruvato (con trazas de CO3)
en condiciones aerdbicas, 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 sanguineos cortos y gruesos
presentan una mitocondria ampliada con desarrollo de crestas.

Cuando los tripomastigotes son ingeridos por el vector, la forma corta se diferencia en el
intestino medio a la forma tripomastigote prociclica. Esta presenta una mitocondria muy
bien desarrollada con crestas mitocondriales extensas y citocromos. Esta forma crece
principalmente en un medio con aminoacidos mas que con glucosa y excreta
mayoritariamente CO3, succinato, acetato y L-lactato bajo condiciones aerébicas. Luego
de la migracién a las glandulas salivales, ocurre la diferenciacién a la forma metaciclica,
infectiva, de la cual se conoce poco en relacién al metabolismo.

Con excepcién de los tripomastigotes sanguineos de T. brucei, el resto de los
trypanosomatidos producen succinato como producto principal del catabolismo de la

glucosa, generalmente acompanado de otro producto.



Organismo ‘ Estadio | Condicién Productos
T. brucei BT Aerobiosis Pir-(glicerol)-(CO2)
BT Anaerobiosis Pir-glicerol-(L-ala)-(Dihidroxipropionato)
PT Aerobiosis CO2-Succ-Ac-L-Lac
PT Anaerobiosis L-Lac-glicerol-Succ-Ac
T. cruzi BT Aerobiosis CO2-Succ-Ac-(L-Lac)
BT Anaerobiosis Succ-Ac-(L-Lac)
E Aerobiosis CO2-Succ-L-ala-(L-mal)-Ac
E Anaerobiosis Succ-L-ala-(Ac)
L. pifanoi P Aerobiosis CO2-Succ-(L-ala)-(Ac)-L-mal
p Anaerobiosis Succ-L-ala-Ac-glicerol-(Pir)-(lac)
A Aerobiosis CO2-(Succ)-L-ala-Ac-(L-mal)
A Anaerobiosis Succ-L-ala-Ac-glicerol-(Pir)-(lac)
L. braziliensis P Aerobiosis CO2-Succ-L-ala-Ac-Pir-D-lac
P Anaerobiosis Succ-L-ala-Ac-D-lacglicerol
C. fasciculata Ch Aerobiosis CO2-Succ-Etanol-(glicerol)-(Ac)
Ch Anaerobiosis Succ-Etanol-glicerol-(L-mal)-(Ac)
C. luciliae Ch Aerobiosis Succ-Pir-Ac-Etanol
Ch Anaerobiosis Succ-Pir-Ac-Etanol

Tabla 1: Productos finales dei catabolismo de la glucosa en trypanosomatidos.
BT, tripomastigote sanguineo; PT, tripomastigote prociclico; 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 mamifero o a partir de células de mamifero
infectadas. La mayoria de los estudios metabélicos y enzimolégicos 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 metabélicas similares, a

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

Utilizacion de nutrientes: carbohidratos, proteinas y aminoacidos

Los epimastigotes de T. cruzi, son capaces de tomar del medio y consumir tanto hidratos
de carbono como aminoéacidos, liberando como producto de excrecién succinato y NHs.
La glucosa es preferida sobre los aminoacidos cuando ambos estan 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 proteinas y



aminoacidos y pobre en hidratos de carbono. Por otro lado las necesidades nutricionales
varian segun el estadio del ciclo de vida. Mientras los epimastigotes pueden usar glucosa
(preferida durante la fase exponencial del crecimiento) y aminoécidos (consumidos durante
la fase estacionaria), los cultivos axénicos de una forma extracelular similar al amastigote
presentan exclusivamente catabolismo glucolitico. En cambio, los tripomastigotes
metaciclicos presentan catabolismo no glucolitico, obteniendo la energia exclusivamante
de aminoéacidos y proteinas.

Ambos sustratos, glucosa y aminoacidos son incorporados activamente por los
epimastigotes del medio de cultivo. Las proteinas ingresan por pinocitosis, principalmente
en la zona del bolsillo flagelar, y pueden cubrir las necesidades energéticas del parasito.
Las proteinas y los aminoéacidos pueden constituir una reserva energética para los parasitos,
en circunstancias como la diferenciacién de la forma epimastigote a tripomastigote
metaciclico. En el estadio epimastigote especificamente, se encuentran los reservosomas
que contienen proteinas ingeridas por el parasito y también la cisteina proteinasa principal
(cruzipaina). Durante la diferenciacién pueden consumir parte de su proteina como
combustible. Estas organelas desaparecen durante la diferenciacion.

La mayoria de los autores coincide en que T. cruzi no sintetiza polisacaridos de reserva.
La biosintesis de oligosacaridos podria limitarse a la porcién glucidica de las glicoproteinas
y lipopéptidofosfoglicanos.

Por otro lado, dentro del parésito existe una gran acumulacién de aminoacidos, de los
cuales, casi la mitad es L-alanina. Prolina, glicina y acido glutamico también son abundantes.

La fermentacion aerébica de la glucosa

Durante el catabolismo de la glucosa, los epimastigotes y los tripomastigotes sanguineos
de T. cruzi producen &acidos organicos. Para profundizar en el tema, se han realizado
ensayos enzimaticos especificos para la deteccién y cuantificacién de los catabolitos
producidos y, utilizando técnicas no invasivas de RMN-(13C) 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 formacion de acetato (Cazzulo et al., 1985). Una pequena
parte del acetato provendria del catabolismo de la glucosa y, probablemente, la mayor
parte derive del catabolismo de lipidos o aminoéacidos.

Los estudios de RMN indican 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 trypanosomaétidos, los epimastigotes de T. cruzi no producen etanol
ni glicerol (Cazzulo et al., 1988a) como asi tampoco lactato, piruvato o malato (Cannata
and Cazzulo, 1984a).

Vias catabdélicas

La glucélisis funciona en todos los trypanosomatidos estudiados tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis. La via de las pentosas es activa en epimastigotes, aunque se conoce
menos acerca de su funcionamiento (Cannata and Cazzulo, 1984a).

La glucélisis presenta dos caracteristicas que la distinguen del hospedador mamifero. Por
un lado, la mayoria de las enzimas glicoliticas se encuentran en un compartimiento llamado
“glicosoma” descubierto en T. brucei por Opperdoes y Borst (1977). Por otro lado, las
enzimas regulatorias claves de la mayoria de los sistemas glicoliticos desde bacterias
hasta mamiferos, como la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa, son poco o nada afectadas
en trypanosomatidos por los efectores comunes.

El unico mecanismo claro de control de ésta via es la gran activacién 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 aerébicas, las evidencias indican que el Ciclo de Krebs y la cadena
respiratoria son funcionales en 7. cruzi, como en la mayoria de los Trypanosomatidos
(Cazzulo, 1992a,b); todas las enzimas del ciclo, con excepcién de la a-oxoglutarato
dehidrogenasa, fueron detectadas en extractos libres de células. Una excepcién es la forma
sangufnea de T. brucei que no tiene las enzimas del Ciclo de Krebs y los citocromos,
reoxidando el NADH (dlicolitico a través de una o-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: Catabolismo de la glucosa en Trypanosoma cruzl

Abreviaturas: Glu6-P, glucosa-6-fosfato; Fru-6-P, fructosa-6-fosfato; Fru-1,6-diP, fructosa 1,6 difosfato; GAP,
gliceraldehfdo-3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; G-1,3-diP, 1,3-difosfo glicerato; 3-PGA, 3fosfoglicerato;
2-PGA, 2-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; Pir, piruvato; OA, oxalacetato; L-mal, L-malato; Fum, fumarato;
Suc-CoA, succinil-CoA; a-OG, a-oxoglutarato; Isocit, 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) gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa; (7) fosfoglicerokinasa; (8)
fosfogliceromutasa; (9) enolasa; (10) piruvato kinasa; (11) o-hidroxidcido dehidrogenasa; (12)
fosfoenolpiruvato carboxikinasa; (13) enzima malica; (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) acetil-CoA hidrolasa; (26) alanina aminotransferasa. La enzima (18)
no ha sido aun detectada en 7. cruzi (Cazzulo, 1992a).

Sistemas de reoxidacion del NADH glicolitico

Para mantenerse funcionales, todos los sistemas glicoliticos deben tener un sistema eficiente
de reoxidacion del NADH producido en esta via. Bajo condiciones aerébicas funciona la
cadena respiratoria y en condiciones anaerébicas varios caminos fermentativos.



En T. cruzi existen distintas formas de reoxidacion del NADH, operando bajo condiciones
aerébicas: (1) produccion de succinato, (2) produccién de L-alanina y (3) oxidacién de

metabolitos reducidos, en la cadena respiratoria.

(1) Produccién de succinato: La produccién de succinato depende de la fijacién del CO2
realizada por la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) (Cazzulo, 1992a) sobre un
producto de la glucélisis, el fosfoenol piruvato (PEP). Para la obtencién de succinato, el
oxaloacetato (OA) debe ser reducido a L-malato, éste deshidratado a fumarato y éste
finalmente reducido a succinato.

La reduccién a L-malato seria suficiente para la reoxidacién de todo el NADH glicolitico si
ambas moléculas de PEP se convirtieran en succinato, sin pérdida de energia,
produciéndose un ATP tanto en la reaccién catalizada por la PEPCK como por la piruvato
quinasa.

No se conoce con seguridad la razén de la produccién y excrecién del succinato, pero ha
sido encontrado en todos los estudios realizados en el tema, mientras que el L-malato solo
fue encontrado en raras oportunidades (Cazzulo, 1992a). Turrens ha propuesto que el
succinato es la via necesaria de entrada de los equivalentes de reduccién a la cadena

respiratoria, al faltar la enzima NADH dehidrogenasa (Boveris et al., 1986; Turrens, 1989).

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

de L-alanina podria estar asociada con la reoxidacién del NADH glicolitico a través de la
participacién de las enzimas glutamato dehidrogenasa NAD y NADP dependientes (GluDH-
NAD y NADP), la enzima malica y la alanina aminotransferasa.

La coenzima reducida podria reoxidarse por la accién de la GluDH-NAD dependiente
produciendo L-glutamato que reaccionaria con el piruvato glicolitico en una reaccién de
transaminacién catalizada por la alanina aminotransferasa. Para el funcionamiento de
este camino sélo se necesitarian cantidades cataliticas de L-glutamato y a-oxoglutarato y
un aporte continuo de NHs. En relacién a lo expuesto, se ha informado que la excreciéon
de NH3 al medio es practicamente nula durante el consumo de glucosa (Cazzulo et al.,
1988a; Engel et al., 1987), lo que podria deberse a que no es producido o a su utilizacién
de la manera descripta.



La L-alanina puede obtenerse también en el citoplasma a partir de L-malato (producido
por reduccién del oxalacetato dentro del glicosoma) a través de la accién de la enzima
malica, la GluDH-NADP dependiente y la alanina aminotransferasa. Este camino, descripto
en la figura 5, convertiria L-malato y NH3 en alanina y CO2 y no requeriria de NADH
citosélico.
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Figura 5: Participacién de las glutamato dehidrogenasas en la reoxidacion del NADH glucolitico
en T. cruzl

En la figura se indica la posible participacién de la glutamato dehidrogenasa en el proceso de reoxidaciéon
del NADH. Las enzimas son: 1, alanina aminotransferasa; 2, glutamato dehidrogenasa NAD dependiente; 3,
glutamato dehidrogenasa NADP dependiente; 4, enzima maélica; 5, malato dehidrogenasa. (Cazzulo, 1992a).

(3) Oxidacién en la cadena respiratoria: Bajo condiciones aerobias, parte del NADH
glicolitico es reoxidado a través de la cadena respiratoria, que consiste en los citocromos

b, Cssg y las oxidasas alternativas (a+as;), citocromo 0 y citocromo d.

En epimastigotes los niveles de algunos citocromos son menores en comparacién con los
encontrados en las mitocondrias de las células de mamiferos. Junto con la relativa
ineficiencia de la cadena respiratoria, pueden ser algunas de las razones de la existencia
de la “fermentacién aerébica” como un camino complementario para la reoxidacién del
NADH glicolitico cuando la glucosa es usada masivamente (Cazzulo, 1992a).



El transporte del NADH desde 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 fosforilacién oxidativa. Como en otros organismos,
la fosforilacién oxidativa esta mediada en 7. 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 algun tipo de control para evitar ciclos futiles que puedan interferir con la
reoxidaciéon del NADH (con el proceso de fermentacién aerébica). En este sentido, la
reaccion catalizada por la enzima malica debe ser controlada para evitar el reciclado de
los productos de la PEPCK.

Estas evidencias sugieren que la compartimentalizacion subcelular es el mayor factor
involucrado en la regulacién de la glucélisis en Trypanosomatidos. En primer lugar, el
gran consumo de glucosa podria deberse a la alta concentracion de enzimas glicoliticas e
intermediarios dentro del glicosoma.

En segundo lugar, el posible ciclo futil entre la PEPCK y la enzima malica se evita ya que
la PEPCK se localiza en el glicosoma (Cannata et al., 1982) mientras que la enzima
malica presenta dos isoenzimas, una mitocondrial y otra citosélica (Cannata and Cazzulo,
1984b).

En la figura 6 se detallan los compartimientos subcelulares de las enzimas en 7. cruzi
como también las interrelaciones entre la glucélisis y el Ciclo de Krebs y los caminos
propuestos para la reoxidacién del NADH.

El glicosoma

Esta organela es Unica del orden Kinetoplastida. Contiene varias enzimas de la glucélisis
y del metabolismo del glicerol como también enzimas involucradas en diversas rutas
metabdlicas como la fijacién del diéxido de carbono, la biosintesis de pirimidinas y de

lipidos, la oxidacién de acidos grasos y la recuperacioén de purinas.



Opperdoes y Borst (1977) describieron por primera vez la asociacién de nueve enzimas
con esta organela en T. brucei, de las cuales siete estaban relacionadas con la glucélisis
y dos con el metabolismo del glicerol (Opperdoes, 1988). Ademaés, fueron descriptas
otras diez enzimas inclufdas en los glicosomas de estos organismos involucradas en distintas
vias metabélicas (Opperdoes, 1988).

Esta organela esta presente en otros trypanosomaétidos y es homogénea en cuanto al
tamano. Ha sido muy bien estudiada en T. brucei, donde en promedio, la forma sanguinea
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 amastigotes de L.
mexicana no tienen mas de 10.
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Figura 6: Compartimentalizacion de 1as enzimas involucradas en el catabolismo 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 lipidos y a su morfologia, se piensa que los glicosomas estan muy relacionados con los

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

Catabolismo de proteinas y aminoacidos en
Trypanosomatidos

Utilizacion de proteinas y aminoacidos

T. cruzi contiene entre el 43-53% de su peso en proteinas y un reservorio de aminoacidos
libres que constituyen hasta el 5,2% del nitr6geno proteico total. De los aminoécidos libres,
la L-alanina representa casi la mitad. Los aminoacidos prolina, glicina y acido glutdmico
también son abundantes (O’Daly et al., 1983).

El reservorio intracelular de aminoacidos libres en epimastigotes de 7. cruzi puede usarse
tanto para la biosintesis de proteinas y la obtencién de otras sustancias, como para la
produccién de energia. Estos aminoacidos son probablemente obtenidos por protedlisis
de proteinas end6genas o exégenas o por incorporacién directa del medio de cultivo. Una
importante proporcién de la L-alanina puede ser obtenida como un producto del
catabolismo de la glucosa.

Los epimastigotes de T. cruzi consumen proteinas y aminodcidos durante su crecimiento
en cultivo liberando NH3 al medio como producto final, provocando un aumento del pH,
disminuido por la excrecién de &cidos orgénicos (Céaceres and Fernandes, 1976). Estos
datos concuerdan con los obtenidos por Yoshida y Camargo (1978) que muestran que T.
cruzi, a diferencia de otros Trypanosomaétidos, es estrictamente amoniotélico y carece de
las enzimas del ciclo de la urea (Camargo et al., 1978).

T. cruzi puede sintetizar algunos aminoécidos. A partir de glucosa se puede obtener alanina,
aspartato, y glutamato. Ademas existe interconversién de algunos aminoécidos. Se conoce
muy poco acerca de la forma en que T. cruzi incorpora aminoacidos del medio. La
captacién 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 7. 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. brucei.



El acetato asi producido seria usado preferencialmente en la sintesis de lipidos. En efecto,
Roitman y Gutteridge (1978) mostraron que T. cruzi es capaz de sintetizar acidos grasos

luego de la incubacién de los parasitos con L-(U-14C) treonina.

Actividades proteoliticas

En T. cruzi han sido descriptas varias actividades proteoliticas (ltow and Camargo, 1977;
Avila et al., 1976). Los primeros estudios fueron realizados en extractos crudos, lo que
hace dificil distinguir si los resultados corresponden a enzimas diferentes.

Se han purificado a homogeneidad tres proteinasas en epimastigotes, que pertenecen al
grupo de las cisteina 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 cisteina 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 parasito
(Bontempi et al., 1989; Souto-Padrén et al., 1990). La enzima madura presenta un dominio
N-terminal con actividad enzimatica y un dominio C-terminal altamente antigénico in
vivo, siendo reconocida por la mayoria de los sueros de pacientes chagasicos crénicos
(Martinez et al., 1991). A las funciones en la digestién intracelular, como proteasa lisosomal,
se le agregarian otros papeles, uno de los cuales podria ser en el mecanismo de evasién
del sistema inmune por degradacién parcial de las inmunoglobulinas, impidiendo la
activacién de la cascada del complemento. Ademaés podria estar involucrada en la
penetracién de los tripomastigotes en la célula hospedadora, un proceso esencial para la
perpetuacion de la infeccién (Souto-Padrén 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 podria 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 aminoacidos. Enzimas involucradas

Los epimastigotes de T. cruzi pueden oxidar los aminoacidos a través del Ciclo de Krebs
(Mancilla et al., 1967; Sylvester and Krassner, 1976).

Las vias metabélicas 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 degradacién de la cadena carbonada
de los aminoéacidos. Se conoce mucho mas acerca de las enzimas responsables de la
transferencia y eliminacién reversible del grupo amino de los aminoacidos.

Se han informado dos grupos de dichas enzimas: las transaminasas y las glutamato
dehidrogenasas. La participacién conjunta de ambas enzimas incluye la transferencia del
grupo amino de diferentes aminoécidos al a-oxoglutarato por accién de las transaminasas
para dar glutamato, el cual es luego oxidativamente deaminado por las glutamato
dehidrogenasas dando NH3 libre excretado al medio. Como las reacciones involucradas
son reversibles, estas vias pueden utilizarse para la biosintesis de aminoéacidos por fijacién
de NH3 siempre y cuando esté disponible el correspondiente c-oxoacido.

En epimastigotes de T. cruzi varios aminoacidos son capaces de transaminarse con el o-
oxoglutarato o el piruvato para dar L-glutamato o L-alanina, respectivamente (Zeledén,
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 mamiferos.

También se encontraron las enzimas responsables del catabolismo de aminoacidos
aromaéticos, la tirosina aminotransferasa (TAT) y la L-a-hidroxidcido dehidrogenasa
aromatica (AHADH) (Nowicki et al., 1992; Montemartini et al., 1994). Ambas fueron
purificadas a homogeneidad (Montemartini et al., 1993).

Al estudiar la localizacién subcelular de todas estas enzimas, se encontré 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).
Los epimastigotes de T. cruzi presentan también dos glutamato dehidrogenasas diferentes,
una NADP dependiente (GluDH-NADP) y otra NAD dependiente (GluDH-NAD) (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
mamiferos (inespecificas para coenzima). Ambas han sido purificadas a homogeneidad y

seran descriptas con mayor detalle mas adelante.



En estos parasitos, debe existir un balance entre las vias metabélicas para la produccién
de energia tanto a partir de hidratos de carbono como aminoéacidos y siempre ha sido
materia de especulacién cudl de las dos vias es la mas importante.

La oxidacién de los intermediarios en el Ciclo de Krebs, como el oxalacetato y el o-
oxoglutarato provenientes del catabolismo de los aminoacidos, necesita de la conversién
previa en Acetil-CoA. Este mecanismo puede realizarse por medio de la accién de la
enzima malica sobre el L-malato 6 a través de la accién de la 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 aminoéacidos se debe a la estrecha regulacion
de la GluDH-NAD dependiente y de la PEPCK, ademas de la ausencia de controles en la
glucdlisis. Las primeras enzimas pueden permanecer inhibidas cuando la glucélisis funciona
activamente debido a la alta concentracién de ATP y pueden empezar a activarse al agotarse
la glucosa y disminuir la cantidad de ATP.

Sin embargo, las evidencias experimentales indican que la PEPCK participa en la excrecién
del succinato, actuando mientras la glucélisis es activa (como una via auxiliar de este
camino) a pesar de la inhibicién por ATP de la reaccién de carboxilacion, propuesta por
Urbina (1987). Esta inhibicién por ATP no fue confirmada, sin embargo, por Cymeryng et
al. (1995).

De acuerdo con Urbina, el catabolismo de aminoéacidos puede ser mediado por el transporte
del L-malato desde la mitocondria al glicosoma, la formacién de OA por la malato
dehidrogenasa, su decarboxilacién a PEP por la PEPCK y el transporte del PEP al citoplasma
para la posterior formacién de acido piravico por la piruvato kinasa y su transporte a la
mitocondria donde puede ser oxidado a Acetil-CoA y finalmente incorporado al Ciclo de
Krebs a través de la reaccion de la citrato sintasa. El camino es posible debido a que la
reaccion catalizada por la PEPCK es reversible y es muy posible que la enzima malica |
(mitocondrial) esté involucrada en lugar de la PEPCK. Esta conversién 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 inhibicién que ejerce el OA sobre la enzima maélica |, sugiere que la enzima
estara 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 Trypanosomatidos, la PEPCK tiene una funcién catabélica, sugerida
por la ausencia de represién por glucosa, caracteristica de las PEPCKs que presentan un
rol gluconeogénico (Cazzulo et al., 1985).

De todas maneras, se necesitan mas evidencias experimentales para poder concluir la
relevancia relativa del catabolismo de aminoacidos 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 parasito.

Las caracteristicas particulares del metabolismo y las diferencias con el hospedador
mamifero, abren la posibilidad para desarrollar nuevas drogas efectivas contra varias
enfermedades tropicales comunes, por inhibicién selectiva.

Enzimas que unen nucleodtidos

Los procesos enzimaticos que involucran nucleétidos, pueden ser divididos en dos clases
dependiendo que parte del nucleétido esté comprometida en la reaccién. El grupo tal vez
mas numeroso involucra la unién fosfato de alta energia como en el ATP. El segundo
grupo, utiliza la base nitrogenada para la transferencia de electrones en procesos de oxido-
reduccién. 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 4tomos de hidrogeno desde el sustrato a la base del nucleétido es
catalizada por dehidrogenasas y oxidasas.

Una molécula de NAD (nicotinamida adenina dinucleétido), consiste en adenina-ribosa-
fosfato-fosfato-ribosa-nicotinamida. La primera porcién llamada AMP, se une a la segunda
NMN (nicotinamida mononucleétido) por un enlace pirofosfato.

El NAD+* es usado casi exclusivamente en procesos de degradacién oxidativa que llevan a
la produccién de ATP, mientras que el NADPH es utilizado, con algunas excepciones, en
reacciones de biosintesis 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 bioquimicas.

La base flavina esta presente en dos nucleétidos activos, FMN (flavin mononucleétido) y
FAD (flavin adenina dinucleétido).



Las proteinas que unen dinucleétidos cumplen un rol central en la produccién, intercambio
y consumo de energia. Las reacciones en las que estan involucradas forman parte de
caminos metabdlicos tan fundamentales como la glucélisis y la fotosintesis. Son proteinas
que se encuentran en organismos muy diversos como arquebacterias, eubacterias y
organismos eucariontes incluyendo levaduras, plantas, animales y seres humanos.
Hasta el momento se conocen mas de 100 enzimas que unen dinucle6tidos y la mayoria
de ellas presentan motivos de unién a la coenzima. Estas enzimas no solo deben reconocer
y unir al dinucleétido y al sustrato, sino que también deben ubicarlos muy cerca uno del
otro en el sitio activo, con la orientacion correcta de manera de permitir la transferencia
directa del hidrégeno (Branden and Tooze, 1991).

Dominios de union al sustrato y al dinucledtido

En estas enzimas se pueden identificar claramente dos dominios, uno de unién a la
coenzima (exhibe similitudes en la organizacién y en la forma de unién a la coenzima) y
el otro de unién al sustrato, que provee los aminoacidos necesarios para la catélisis (con
muy diferentes funciones y organizacién estructural).

El sitio activo se encuentra en una hendidura entre los dos dominios. Los sitios de unién
del sustrato y de la coenzima, estan orientados de tal forma que la parte reactiva de la
coenzima esta muy cercana al &tomo de hidrégeno que sera transferido desde el sustrato
(Branden and Tooze, 1991).

El dominio de union a la coenzima

Rossmann et al. (1974) compararon la estructura de las 4 proteinas cuya estructura
tridimensional se conocia hasta ese momento, capaces de unir dinucleétidos: lactato
dehidrogenasa (LDH), malato dehidrogenasa (MDH), alcohol dehidrogenasa (ADH) y
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH). Los resultados indicaron que las 4
proteinas presentaban un gran parecido en el dominio de unién a la coenzima, en cuanto
a su estructura tridimensional y no por homologia en las secuencias. En cambio, la
estructura del dominio catalitico de dichas enzimas resulté ser diferente.

El sitio de union a la coenzima esta formado por 6 segmentos con estructura en forma de
hoja plegada P, paralelos entre si y flanqueados a ambos lados por estructuras en o-
hélice.



La estructura o/ es alternada y simétrica porque forma parte de una organizacién en dos
mitades con idéntica topologia y arreglo similar (dando un patrén Bopof.pafaf). Cada
mitad BaBap esta formada por un par de motivos f-o-f. Las dos mitades estan ligadas
entre sf por una a-hélice y unidas por uniones puente de hidrégeno (figura 7).

Cada mitad de este dominio simétrico se llama motivo de unién a mononucleétido o
motivo de Rossmann. Se denomina asf porque cada mitad del dominio se une a uno de
los dos nucleétidos del dinucleétido y ademés porque en algunas proteinas como la
flavodoxina, que unen mononucleétidos (FMN), aparece solo una mitad del dominio.

A lo largo del motivo Bafaf, el grupo pirofosfato de la coenzima se une a la regién central
del dominio y los nucleésidos se ubican hacia los costados. La adenosina se une al primer
motivo de unién a mononucleétido y la nicotinamida-ribosa se une al segundo motivo.
La longitud total del dominio de unién a la coenzima es de aproximadamente 140

aminoacidos en las cuatro enzimas mencionadas.

Conservacién del motivo B -0A-B,

A pesar de que no existe gran homologia de secuencia entre los sitios de uni6n a la
coenzima, ciertas posiciones permanecen invariantes y permiten predecir la regién de la
cadena de aminoacidos involucrada en la unién a la coenzima.

Al principio de la unidad Bafaf, existe una regién de aproximadamente 30-35 aminoacidos,
llamada motivo B1-0tA-32 altamente conservado que presenta:

(1) Tres residuos de glicina conservados en el amino terminal de la primera o-
hélice incluidos en una secuencia Gli-X-Gli-X-X-Gli, donde X puede ser cualquier aminoécido.
Esta zona es importante para ubicar la parte central de la coenzima en la conformacién
correcta, permitiendo el contacto del entorno de la proteina con el difosfato de la coenzima.

(2) Seis residuos hidrofébicos también conservados, importantes para la interaccién
entre las estructuras secundarias.

(3) Un 4cido aspartico conservado en el carboxilo terminal de la cadena 2 de la
enzima que se une al grupo oxidrilo de la ribosa de la coenzima. Es la principal forma por
la cual las enzimas pueden discriminar entre las coenzimas NAD y NADP.

(4) También se conserva un aminoécido cargado positivamente en el extremo
amino terminal de la cadena 1, lisina o arginina. Aunque su funcién se desconoce, se
asocia con la estabilidad de la interaccién de las cadenas f.

A diferencia de la primera unidad, no se distingue un motivo semejante en la segunda
unidad Bopof (Bellamacina, 1996).
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Figura 7: Representacion de los dominios de unién a la coenzima.

(a) Los dominios de unién a la coenzima tienen similar estructura tridimensional pero diferente secuencia
de aminoéacidos. La estructura 0,/B presenta una hoja plegada f en el centro, rodeada por o-hélices. Dicha
estructura esta dividida en dos mitades (rojo y verde) llamados motivos de Rossmann o motivos de unién a
mononucleétido.

(b) y (c) Diagrama topoldgico de (a). (Branden and Tooze, 1991).

Transferencia estereoespecifica

Las dehidrogenasas transfieren un 4tomo de hidrégeno desde el sustrato al C4 del anillo
de la coenzima de manera estereoespecifica. Este anillo es asimétrico y los atomos de
hidrégeno en el C4 de la forma reducida de la coenzima no son equivalentes. Esto permite
una clasificacién de las dehidrogenasas, teniendo en cuenta si el &tomo de H es transferido
desde el sustrato a una posiciéon por delante o por detras del plano del anillo. Estas
diferencias reflejan desigualdades en la estructura del sitio catalitico.

El anillo de la nicotinamida se coloca en la hendidura entre los dos dominios de la enzima.
Una cara del anillo establece interaccién con los aminoéacidos del dominio de unién a la
coenzima y la otra cara con el sitio de unién al sustrato. La interaccién entre el grupo




carboximida (responsable de la asimetria del anillo) y la region de la proteina que une los
dos dominios, determina que cara del anillo enfrenta al sustrato, estableciendo la
estereoespecificidad de la tranferencia del &tomo de H (Branden and Tooze, 1991).

Evolucion de los dominios de uniéon a coenzimas

El rol fundamental de los nucleétidos en el metabolismo implica que las enzimas que
unen nucleétidos deben haber surgido muy tempranamente en la evolucién de los seres
vivos. Estas enzimas podrian haber surgido en forma independiente unas de otras o
descender de una o de un grupo pequerio de proteinas ancestrales que unen nucleétidos.
A pesar de no poder determinar aun la historia evolutiva de estas enzimas, algunas teorias
proponen una evolucion divergente a partir de un antecesor comun.

Los estudios del potencial redox y la evolucién del transporte biol6gico de electrones,
sugieren un origen comun para las proteinas que unen NAD, FAD y FMN (Rossmann et
al., 1974).

En cambio, la teoria convergente propone un antecesor de las dehidrogenasas que involucra
fusién de genes: un gen codificante para una proteina con capacidad de unién a nucleétidos,
comun para todas las dehidrogenasas, fusionado con otro gen con informacién para una
proteina capaz de unirse a un sustrato, diferente para las distintas dehidrogenasas (Ohlsson
et al., 1974).

La localizacién subcelular de las enzimas que unen NAD, como las dehidrogenasas, tanto
en el citoplasma como en la mitocondria, permite especular que su aparicién deberia ser
anterior al origen de los eucariontes, o sea hace aproximadamente 1.500 millones de
anos. Incluso podria ser anterior ya que son enzimas requeridas por los primeros
procariontes para realizar la glucélisis, trasladando el tiempo de su origen 3.200 millones
de anos atras (Rossmann et al, 1974).

El sitio de union a la coenzima en las glutamato dehidrogenasas.
Diferencias entre las enzimas NAD y NADP dependientes

Estudios de prediccion de la estructura secundaria y comparacién de secuencias
permitieron la identificacion de los dominios estructurales en varias glutamato

dehidrogenasas, resultando parecidos a los dominios de unién a la coenzima de otras



dehidrogenasas (Wootton, 1974). De esta manera pudieron establecerse los aminoéacidos
criticos para la unién a la coenzima, usados como criterio para alinear los dominios de las
GluDH estudiadas.

Scrutton et al. (1990) han estudiado las bases estructurales de la especificidad de las
dehidrogenasas por NAD o NADP, por experimentos de mutagénesis dirigida, analizando
los aminoéacidos de la zona saliente de la regién de unién al nucleétido. En el amino
terminal de la primera o-hélice, se encuentran tres residuos de glicina conservados e
incluidos en una secuencia Gli-X-Gli-X-X-Gli. La secuencia Gli-X-Gli-X-X-Gli indicaba
especificidad por NAD mientras que la secuencia Gli-X-Gli-X-X-Ala fue el marcador de las
NADP.

En la ultima posicién, la alanina, junto con otra alanina cuatro posiciones mas adelante,
quedan con los grupos metilo hacia el mismo lado, ocupando mas espacio que la
correspondiente glicina de las NAD dependientes, originando una modificacién local de
la conformacién 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 NADP es a través de la
conservacién o no del aminoécido aspartico. En las enzimas dependientes de NAD, la
coenzima establece un puente de hidrégeno entre el 2'OH de la adenosina-ribosa y el
aspartico en la enzima. En cambio, las enzimas dependientes de NADP, presentan un
grupo fosfato en la posicién 2'OH, impidiendo la unién con el aminoécido por repulsién
entre las cargas negativas de ambos grupos. Por esta razén este tipo de enzimas tienen
residuos de glicina o arginina en lugar de aspéartico y asparragina, respectivamente,
permitiendo la interaccién entre las cargas positivas del aminoéacido con el grupo fosfato
de la coenzima NADP.

La glutamato dehidrogenasa (GluDH)

Generalidades de las glutamato dehidrogenasas

Reaccion que cataliza
Las glutamato dehidrogenasas (GluDHs) son enzimas que cumplen un importante rol en

el metabolismo del carbono y del nitrégeno.



Catalizan una reaccién reversible, que en un sentido provoca la aminacién reductiva del
o-cetoglutéarico para dar L-glutamato con la oxidacién de NAD(P)H y en el sentido opuesto,
provoca la desaminacion oxidativa del L-glutamato para dar 2-oxoglutarato y amonio con
la concomitante reduccién de una molécula de NAD(P)*.

o-oxoglutarato + NHg* + NAD(P)H <—> L-glutamato + NAD(P)* + H2O

Esta reaccion permite la interconversién del amonio libre y el nitrégeno de los grupos o-
amino, en conjunto con la accién de las aminotransferasas. Las GluDHs de diferentes
especies generalmente participan méas en un tipo de metabolismo que en el otro. Pueden
estar relacionadas con la asimilacién de amonio o el catabolismo del glutamato o, en el

caso de los mamiferos, pueden tener un rol anfibélico.

Especificidad para coenzima
Existen tres tipos de glutamato dehidrogenasas en cuanto a la especificidad de unién a la
coenzima NAD(H) 6 NAD(P)H.

GluDH(NAD): son especificas 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 mas de un tipo de GluDH (NAD y NADP dependientes) y
con diferente localizacion intracelular.
En la tabla 2 se detallan las GluDHs obtenidas de distintos organismos indicando su
especificidad para coenzima. (I: indica inespecificidad de coenzima).

ORGANISMO COENZIMA | CITA
Arquebacterias
Pyrococcus furiosus NAD Eggen et al., 1993

I Robb et al., 1992
Pyrococcus endeavori I DiRuggiero et al., 1993
Sulfolobus solfataricus 1 Maras et al., 1992
Sulfolobus shibatae NADP Benachenhou et al., 1994
Halobacterium salinarum NADP Benachenhou and Baldacci, 1991
Eubacterias ;
Porphyromonas gingivalis NAD Joe et al., 1993
Clostridium symbiosum NAD Lilley et al., 1991; 1992
Clostridium difficile NAD Lyerly et al., 1991
Peptostreptococcus asaccharolyticus | NAD Snedecor et al., 1991
Thermatoga maritima | Kort et al., 1997
Mycoplasma laiidlawii I Yarrison et al., 1972




ORGANISMO COENZIMA | CITA
Micrococcus aerogenes ] Kew and Woolfolk, 1970
Rhodopseudomonas sphaeroides 1 Engelhardt and Klemme, 1978
Nitrosomonas europea NADP Hooper et al., 1967
Aerobacter aerogenes NADP Tempest et al., 1970
Escherichia coli NADP Veronese et al., 1975;
McPherson and Wootton, 1983
Bacillus licheniformis NADP Meers and Pedersen, 1972
Bacillus megaterium NADP Hemmil4 et al., 1978
Synechocystis sp. NADP Chéavez et al., 1995
Corynebacterium glutamicum NADP Bérmann et al., 1992
Haemophilus influenzae NADP Fleischmann et al., 1995
Salmonella typhimurium NADP Bansal et al., 1989
Protozoos
Leishmania tarentolae NAD Bringaud et al., 1997
Tetrahymena piryformis | Hooper et al., 1974
Trypanosoma cruzi NAD Cazzulo et al., 1979
NADP Cazzulo et al., 1977
Crithidia fasciculata NAD Higa et al., 1979
NADP
Plasmodium chabaudi NADP Walter et al., 1974
Giardia intestinalis NADP Yee and Dennis, 1992
Invertebrados
Loligo pealeii (calamar) NAD Storey et al., 1978a
Drosophila melanogaster 1 Papadopoulou and Louis, 1990
Peces
Thunnus thynnus NAD Veronese et al., 1976
Arapaima gigas NAD Corman and Kaplan, 1967
Osteoglossum bicirrhosum NAD Storey et al., 1978b
Conger myriaster 1 Tang et al., 1992
Hongos
Neurospora crassa NAD Austen et al., 1977;
Haberland and Smith, 1980
NADP Holder et al., 1975
Saccharomyces cerevisiae NAD Boles et al., 1993
NADP Nagasu and Hall, 1985
Emericella nidulans NADP Hawkins et al., 1989
Debaryomyces accidentalis NADP De Zoysa et al., 1991
Laccaria bicolor NADP Lorillou and Martin, no publicado
Agaricus bisporus NADP Schaap et al., 1996
Dictyostelium discoideum NAD Pamula and Wheldrake, 1991
NADP Pamula and Wheldrake, 1991
Achlya klebsiana NAD LeJohn et al., 1994
Algas
Chlorella pyrenoidosa 1 Shatilov and Kretovich, 1977
NADP
Chlorella sorokiniana NAD Meredith et al., 1978
NADP Cock et al., 1991
Plantas
Zea mays NAD Sakakibara et al., 1995
Hojas de trigo NAD Bulen, 1956
Cotiledones de soja NAD King and Wu, 1971
Nicotiana plumbaginifolia NAD Restivo et al., no publicado




ORGANISMO

COENZIMA

CITA

Solanum lycopersicum
Vitis vinifera

Raiz de guisante
Aves

Gallus gallus
Mamiferos

Bos indicus

Bos taurus

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

NAD
|

NAD

Tabla 2: Especificidad para coenzima.
En la tabla se detallan las especificidades para coenzima de todas las GluDHs encontradas en el banco de
datos. (l) Indica inespecificidad de coenzima.

Peso molecular y de subunidad
El peso molecular de las GluDHs varia segun la especie. Mayormente son enzimas formadas

No esté claro

Purnell et al., no publicado
Syntichaki et al., 1996
Pahlich and Joy, 1971

Moon et al., 1973

Cho et al., 1995

Moon and Smith, 1973
Tzimagiorgis and Moschon
Das et al., 1989

Julliard and Smith, 1979;
Banner et al., 1987,
Nakatani et al., 1987

as, 1991

por subunidades iguales, constituyendo tetrdmeros o hexadmeros, cuyo peso molecular es

también variable entre especies. Son generalmente proteinas grandes. En la tabla 3 se

detallan algunos ejemplos de las diferencias mencionadas.

Organismo GluDH N° de sub. | PM/sub PM
kDa kDa
Higado bovino Inespecifica |6 55,9 320
Higado de pollo Inespecifica |6 55,6 320
Higado porcino Inespecifica |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 Inespecifica |6 48 250
S. cerevisiae NADP 6 48 280
Chlorella pyrenoidosa Inespecifica |6 48 300
Chlorella sorokiniana NAD 4 48 180

Tabla 3: PM y nimero de subunidades de las GluDHs.
En la tabla se detallan algunos ejemplos de GluDHs con especificidad para NAD o NADP e inespecificas,
indicando el PM de 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, segun el niumero de
subunidades. Las GluDH-NADP dependientes de bacterias y hongos y las GluDH
inespecificas para coenzima de los vertebrados tienen seis subunidades idénticas, con un
peso molecular por subunidad de 48 kDa en Escherichia coliy 55 kDa en vertebrados.
En cambio, las enzimas dependientes de NAD pueden tener tanto seis subunidades
idénticas de 48 kDa como en Clostridium symbiosum 6 cuatro subunidades también
idénticas de 115 kDa como en el caso de Neurospora crassa.

La comparacion de secuencias de GluDHs de fuentes diferentes, muestra que las enzimas
hexameéricas son estructuralmente similares, cualquiera sea su especificidad para coenzima
(Lilley et al., 1991; Baker et al., 1992). En los primeros residuos del extremo N-terminal la
homologia es baja, pero luego aumenta considerablemente, pudiendo encontrar zonas
muy similares en los siguientes 350 aminoacidos.

Con respecto al extremo C-terminal, la semejanza encontrada puede dividirse en 2 clases:
los invertebrados y los vertebrados. Las enzimas de los invertebrados estan muy
relacionadas entre si, mientras que las enzimas de los vertebrados, muestran muy poca
similitud en esta regién y ademas tienen 50 aminoéacidos mas.

La primera mitad de la molécula es la que presenta mayor semejanza, ya que alli se ubica
la zona de unién del glutamato/oxoglutarato y el sitio catalitico. En esta regién, se encontré
una identidad del 95% entre las enzimas bovina y de pollo.

A diferencia de los datos disponibles acerca de las GluDH hexaméricas, se conoce muy
poco de las enzimas tetraméricas. Solo se aislaron de S. cerevisiae, Pichia jardinii (Ilamada
inicialmente Candida utilis) y N. crassa. Cada uno de estos organismos posee, ademas
de la forma tetramérica, una GluDH-NADP hexamérica genéticamente distinta.

Estudios de difraccién por rayos X, permitieron resolver la estructura tridimensional de la
GluDH-NAD de Clostridium symbiosum (Britton et al., 1992). El anélisis comparativo
entre la forma tetramérica de N. crassa y la secuencia y estructura tridimensional de la
enzima de C. symbiosum revelé que existen grupos de aminoéacidos conservados en la
estructura tridimensional y sitios marcadamente similares dispuestos en el sitio activo de
la enzima.

En base a la comparacion de secuencias, se sugiere que las GluDH-NAD podrian haber
surgido como ramificaciones separadas de la familia principal, de las GluDH-NADP (de N.
crassa y E. coli) o de las inespecificas de mamiferos (Lilley et al., 1991).



Localizacion intracelular

Las glutamato dehidrogenasas de células animales fueron detectadas inicialmente en la
fraccién mitocondrial y por esta razén utilizadas como marcadores mitocondriales.

Hoy se conoce que estas enzimas tienen varias localizaciones subcelulares incluyendo la
mitocondria, el citoplasma e incluso el ntcleo.

En algunos organismos que poseen mas de una glutamato dehidrogenasa con diferente

localizacién subcelular, las enzimas difieren en sus propiedades cataliticas y estructurales.

Relacién entre la conformacién, el estado de asociaciéon de las
subunidades y la funcion catalitica

En la enzima inespecifica de higado bovino, la unidad minima activa de la enzima es un
hexdmero que puede formar estructuras lineales constituidas por un niamero indefinido
de unidades hexaméricas (Thusius, 1975). El equilibrio entre ambas formas, hexdmero y
polimero, depende de la concentracién de enzima, del pH, la fuerza iénica y la temperatura.
Ademas, es decisiva la acciéon concertada de ligandos especificos como coenzimas,
sustratos y efectores sobre el estado de polimerizacién (Jallon et al., 1970).

La enzima es un hexadmero de subunidades idénticas y resulta importante conocer el
significado de la interaccién entre ellas, como responsables del mantenimiento de la
configuracién 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 disociacién de la proteina, primero en trimeros y finalmente en
monémeros 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 conformacién de la enzima independientemente
del estado de agregacién de las subunidades.

Estudios realizados con la GluDH-NADP de N. crassa mostraron una transicién estructural
reversible lenta, que lleva unos pocos minutos, entre el estado activo e inactivo de la
enzima, aunque no se detectaron cambios conformacionales de consideracién entre ambos
estados (Ashby et al., 1974).

Este tipo de enzimas, que responden lentamente frente a cambios rapidos en la
concentracion de sustrato y de los modificadores, se han llamado enzimas histeréticas.
Este tipo de respuesta podria estar relacionado con una agregacién o desagregaciéon
lenta de las subunidades o con un paso de unién a determinados ligandos, también lento.



Las enzimas con este comportamiento particular, generalmente se encuentran en puntos
clave de control en rutas metabdélicas muy ramificadas o en vias que utilizan intermediarios
comunes. De esta forma una respuesta lenta podria “amortiguar” el cambio en las
concentraciones de los intermediarios. Por ejemplo, la GluDH-NADP dependiente de N.
crassa es una enzima que interviene en una reaccién que ocurre inmediatamente antes

de un sitio de multiples ramificaciones de las vias metabélicas (Ashby et al., 1974).

Efecto de pH y sales

Las caracteristicas del medio de reaccién en cuanto a fuerza i6nica, pH y electrolitos,
inciden de manera diferente sobre las propiedades regulatorias y cataliticas de las GluDHs,
provocando cambios conformacionales en la proteina que pueden llevar a su
desnaturalizacién.

La GluDH mitocondrial de higado bovino presenta un pH 6ptimo de 7,6 en ausencia de
electrolitos. El agregado de fosfato inorganico aumenta la actividad a pHs altos. Estos
mismos resultados se obtienen con CINa 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 activacién por NAD es minima y a pH neutro el
ADP es inhibidor mientras que a pH alcalino es activador. El GTP funciona mejor como
inhibidor a pH alcalino que neutro, dependiendo también de la concentracion de electrolitos
(Di Prisco, 1975).

Estabilidad frente a la temperatura

Muchas GluDHs de origen animal son més estables en amortiguador fosfato que en Tris.
Se han estudiado la estructura, actividad y grado de exposicién de los grupos tioles al
medio, de las GluDHs en amortiguador Tris, fosfato, borato y Hepes. La GluDH de higado
bovino, en amortiguador fosfato, tiene alto contenido de o-hélice y ningan grupo tiol
accesible, mientras que en Tris o borato se produce una pérdida de la o-hélice y de la
actividad, exponiéndose al medio los 6 grupos sulfhidrilos de las subunidades. La GluDH-
NADP de E. coli es estable a 4°C varios dias y se desnaturaliza a 65°C y, la GluDH-NAD de
N. crassa es estable por meses a la misma temperatura en SO4(NH,). y se desnaturaliza
rapidamente 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 variacién guarda relacién con el amortiguador presente
en el medio de reaccién. En la GluDH de higado bovino no se puede detectar ningin
grupo SH en amortiguador fosfato mientras que son accesibles al DTNB los 6 SH de cada
subunidad en amortiguador Tris-CIH. La GluDH-NADP de 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, NEM, DTNB, IBz y acido 2-nitro-5-tiocianobenzoico
(NTCB) pero no por iodoacetamida o iodoacetato (Juan, 1979).

Propiedades regulatorias

Las GluDHs son enzimas reguladas a distintos niveles. Por un lado, a través de mecanismos
de induccién y represién de la sintesis de la enzima realizados por determinados metabolitos
y por otro lado, debido al efecto de ciertos ligandos y nucleétidos de purina di y tri-fosfato
que afectan su actividad.

Regulacion de la sintesis

Las GluDHs cumplen diferentes roles fisiolégicos ya que estan involucradas en uno o dos
tipos de metabolismo. Las GluDH-NADP dependientes de bacterias, hongos y plantas,
estan relacionadas con la asimilacion del NH3 del medio, por lo tanto tienen un rol anabélico.
En cambio las GluDH-NAD dependientes, intervienen en funciones catabélicas (catabolismo
del glutamato) y las enzimas inespecificas de coenzima presentes en vertebrados, podrian
presentar un rol anfibélico.

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 induccién o represién catabélica.

La GluDH-NADP de E. coll es inducida en un medio con glucosa como unica fuente de
carbono y niveles apropiados de NHg4* (Veronese et al., 1975).

La sintesis de las dos GluDHs de Neurospora crassa esta regulada por la presencia o
ausencia de N orgéanico en el medio. En presencia de NH3 o glutamato se induce la
GluDH-NAD y se reprime la GluDH-NADP (Sanwal and Lata, 1962); mientras que la glucosa

o sacarosa tienen un efecto contrario.



En Chlorella sorokiniana la GluDH-NADP es inducida por NHs* y la GluDH-NAD
constitutiva es sintetizada en medios con amonio o nitrato (Yeung et al., 1981).

En Bacillus subtllis la GluDH-NAD tiene un rol catabdlico, es inducida en un medio rico
o minimo conteniendo glutamato como fuente de carbono y esta sujeta a represién
catabdlica (Kane et al., 1981).

Salmonella typhimurium presenta una GluDH-NADP cuya 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 NHg*.

En 8. cerevislaela actividad de GluDH-NADP es alta y la de GluDH-NAD es baja cuando
las células son crecidas en medios con NH3 como fuente de N. Cuando se utiliza glutamato
la induccién/represién es inversa. Si en el medio hay glucosa o galactosa se induce la
GluDH-NADP y se reprime la GluDH-NAD dependiente (Bogonez et al., 1985).

La GluDH-NADP de Corynebacterium glutamicum es la responsable de la formacién
de glutamato a altas concentraciones de amonio y en condiciones limitantes de biotina. A
bajas concentraciones de amonio, la formacion de glutamato se realiza por medio de las
enzimas glutamina sintetasa/glutamato sintasa (B6rmann et al., 1992).

Regulacion de la actividad

La actividad de las GluDHs inespecificas de coenzima se encuentra sujeta a modulacién
por moléculas de distinta naturaleza como los nucleétidos de purina (ADP, GTP, etc),
cationes (Zn**), sustratos y coenzimas, lipidos 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 unién de la coenzima NADH mientras que el
GTP la fortalece, detectandose los mismos efectos para las coenzimas en estado oxidado.
Cuando el GTP y las coenzimas NADH o NADPH son agregados a la GluDH de higado
bovino, se producen una serie de cambios asociados con la depolimerizacién que llevan a
la pérdida de la actividad (Jallon et al., 1970). La fijacién del NADH a la enzima aumenta
la afinidad por el GTP. Estos datos apoyan la teoria de Frieden (1959) que indica que el
NADH y no el NADPH 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 NADPH podria unirse solamente al

sitio activo.



Jallon e lwatsubo (1971) evidenciaron la unién de una molécula de NADPH y de dos
moléculas de NADH por cada subunidad a través del anillo de nicotinamida. El sitio comun
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 NADH), 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 unién a la coenzima.
Todos estos datos sugieren una interaccién concertada entre tres clases de moléculas
(sustratos, coenzimas y efectores) que repercute en el estado de asociacién de los
hexameros y que implica que los cambios conformacionales se propaguen a partir de los
sitios de fijacion.

El L-glutamato actua 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 unién de uno afecta en forma positiva la unién del otro.

Acetilcolina, serotonina, norepinefrina y triptamina son inhibidores no competitivos de la
GIuDH y la epinefrina y dihidroxifenilalanina son activadores. La fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, cardiolopina y otros fosfolipidos son inhibidores (Juan, 1979).

La enzima inespecifica de higado bovino y las de mamiferos 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-NADP de E. coli es afectada por nucleétidos de purina. En el sentido
de la aminacion reductiva, la enzima se activa por bajas concentraciones de ATP y AMP.
En cambio, altas concentraciones de AMP resultan inhibitorias (Veronese et al., 1975).
La GluDH inespecifica de Bacillus subtilis no es afectada por nucleétidos de purina (Kimura
et al., 1977) de la misma forma que la enzima NADP dependiente de S. cerevisiae (Venard,
1975).

Funciones de las GluDHs

El amonio es un intermediario obligado en la asimilacién de fuentes inorgénicas de
nitrégeno, realizado por plantas y microorganismos. Uno de los principales productos de
dicha asimilacién en compuestos carbonados es el L-glutamato que funciona como el
mayor distribuidor de grupos amino en la sintesis de aminoacidos y purinas y es un
precursor de los aminoéacidos de la familia del L-glutamato.



La asimilacion del amonio para formar glutamato puede ser realizada a través de la accién
secuencial de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) ¢
por medio de la glutamato dehidrogenasa (GluDH). La operatividad de ambos caminos
depende de la concentracién de amonio intracelular. El ciclo GS-GOGAT solo representa
el camino principal para la sintesis de L-glutamato en plantas superiores, algas y organismos
procariontes fotosintéticos. En bacterias, cuando la concentracién de amonio es alta, la
GluDH-NADP es responsable de la sintesis del L-glutamato, en cambio cuando la
concentracion 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 desamlnacién oxidativa
La desaminacién ocurre en la primera fase del catabolismo de la mayoria de los
aminoacidos. 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 produccién de energia o con fines anabdlicos. Las reacciones de
desaminacién pueden ser oxidativas o no oxidativas.

Glutamato dehidrogenasa: Esta enzima ampliamente distribuida en los seres vivos

est4 relacionada con la transaminasa del par L-glutamato-ccetoglutarato, que lleva a
cabo la transferencia del grupo amino de los aminoacidos al a-cetoglutarato para dar L-
glutamato y el o-cetoacido correspondiente.

Dicho L-glutamato es posteriormente desdoblado en NH3 libre liberado como producto de
excrecién, recuperandose el a-cetoglutarato que puede funcionar nuevamente como
aceptor de grupos amino. Sin la actividad de la GluDH el aminoécido L-glutamato seria un
callején sin salida en el catabolismo de los grupos amino de los aminoacidos.

El L-glutamato, y a través de él otros aminoéacidos como arginina, glutamina, prolina e
histidina, pueden entrar al ciclo de Krebs bajo la forma de o-cetoglutarato, pudiendo
intervenir en la produccién de energia 6 en el anabolismo de glucidos.

Las coenzimas reducidas que se producen durante la reaccién pueden involucrarse en

procesos de biosintesis 6 reoxidarse.

(2) Reacclones de aminacién.
Corresponden al grupo de reacciones en las que se produce la asimilacién del amonio del

medio y estan catalizadas por las enzimas:



Glutamato dehidrogenasa: La enzima es crucial en la sintesis de aminoacidos,
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 enzimas provocan la fijacién

del NH3 sobre el L-glutamato o 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 NH3 durante la sintesis de purina y citidina

trifosfato.

GS
L-glutamato + NH4* + ATP <——> glutamina + ADP + P; + H,O

Glutamato sintetasa: La enzima glutamina sintetasa lleva a la formacion de

glutamina con gasto de energia metabélica. La glutamina es capaz de ceder su grupo
amino al a-cetoglutarato a través de una reaccién de aminacién reductiva mediada por la
glutamato sintetasa. El producto final obtenido es el L-glutamato.

GOGAT
glutamina + a-cetoglutarato + NADP + H* < > 2 L-glutamato + NADP

Otras funciones de las GluDHs

Como ya hemos visto la localizacién intracelular de las GluDHs varia entre el citoplasma,
la mitocondria y el nucleo. A pesar de que la forma nuclear ha sido purificada y demostradas
sus diferentes propiedades cinéticas, inmunolégicas y fisicas con respecto a la enzima
mitocondrial (DiPrisco and Casola, 1975), durante mucho tiempo, se dudé si en realidad
no era una isoenzima o GluDH mitocondrial contaminante. Por otro lado, la presencia de
la enzima en el nucleo era inquietante desde el punto de vista metabélico. McDaniel (1995),
ha demostrado que la funcién principal de la proteina en el nucleo tiene relacién con la
regulacién de la transcripcién. Los estudios con GluDH de higado bovino le asignan
propiedades de una proteina de unién al ARN. Se propone que la GluDH podria regular la
transcripcion de ciertas proteinas uniéndose al ARN. Dicha unién estaria influenciada por
el estado metabélico 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 conclusién similar. Al estudiar la
regulacién post-transcripcional de la isoforma de higado de la citocromo c-oxidasa,
encontraron una proteina llamada COLBP implicada en la regulacion de la expresién del
ARNm, por medio de su uni6én al extremo 3' UTR, provocando un incremento en la
estabilidad del ARNm. Los datos de purificacién y secuencia de esta proteina y
experimentos de fraccionamiento subcelular e inmunocompetencia, permitieron

identificarla como una GluDH de la matriz mitocondrial.

Recientemente, se ha asignado una nueva funcién a las GluDHs. En L. tarentolae se
identific6é una proteina de unién a ARNg (guia) de 110 kDa como una GluDH-NAD
dependiente mitocondrial. Dicho reconocimiento fue realizado a través de experimentos
de cosedimentacién de la actividad e identificacion por sueros policlonales ademas de
estudios de comparacién de secuencias. Dicha proteina reconoceria el extremo 3’poli(U)
de los ARNg y en la interaccién estaria involucrado el sitio de unién al dinucle6tido. Ademas
se vi6 que la enzima es capaz de unirse a UTP monomérico. Los autores proponen que
una de las funciones biolégicas de la GluDH mitocondrial podria ser unir UTP y presentarlo
en el sitio de editado.

Algunas enzimas con dominios de unién a coenzimas y funciones en el metabolismo, han
sido propuestas como una nueva clase de proteinas de unién al ARN. Entre ellas la
gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa, se une al ARNt y se la relaciona con la exportacién
nuclear; la timidilato sintasa y la dihidrofolato reductasa humana, se unen a su propio
ARNm y pueden autorregular la traduccion; la isocitrato dehidrogenasa-NAD dependiente
mitocondrial de levadura es capaz de unirse al extremo 5’'UTR de los ARNm mitocondriales.
Se ha propuesto que las enzimas que se unen a ARN participan en circuitos regulatorios
generales estableciendo nexos entre funciones metabélicas y mecanismos regulatorios.
Por otro lado también se propone que estas protefnas son en realidad “f6siles moleculares”
como estructuras de transiciéon entre ARN y proteina, en las cuales las propiedades de
unién al ARN no tendrian ningun significado funcional (Bringaud et al., 1997).



Caracteristicas generales de los genes que codifican
para las GluDHs

Como una forma de entender la estructura, funcién, regulacién y relacion evolutiva de las
GluDHs, se han podido determinar las secuencias nucleotidicas completas de los genes
correspondientes a un gran nimero de enzimas de distintas fuentes y diferente especificidad

para coenzima.

En las bacterias entéricas, el gen gdhA codifica para la GluDH-NADP dependiente. En
cambio la glutamato sintasa esta codificada por el gen gltB.

El gen gdhA de Escherichia coli K-12 fue clonado en varios laboratorios (Sanchez-
Pescador et al., 1982; Valle et al., 1983; Mc Pherson and Wootton, 1983). La regi6én
codificante del gen contiene 1341 nucleétidos que corresponden a una proteina de 447
aminoéacidos. Cerca del codén de iniciacion se encuentra un sitio de unién al ribosoma y
a mayor distancia rio arriba, tres zonas que cumplen los criterios de los promotores
procariontes. Rio abajo del gen existe una secuencia que predice un terminador de la
transcripcién rho-independiente. Existen preferencias en el uso de los codones, lo que
estaria reflejando niveles de expresion, ya que la GluDH-NADP es una enzima bastante
abundante dentro de la bacteria.

El gen am de la GluDH-NADP de Neurospora crassa (Kinnaird and Fincham, 1983)
presenta una region codificante interrumpida por dos intrones muy parecidos entre sf en
secuencia. Existen 4 aparentes sitios de iniciacién de la transcripcién y un sitio inico de
poliadenilacién. El alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de la enzima de E. coli y
N. crassa muestra una muy fuerte homologia, con una identidad del 59%.

En Saccharomyces cerevlslae, el gen GDH1 codifica para la enzima GluDH-NADP,
(Nagasu and Hall, 1985; Moye et al., 1985). La regién codificante tiene 1362 nucleétidos
y no presenta intrones. El 84% de los aminoacidos de la proteina se encuentran codificados
por codones de uso preferencial en muchos genes que codifican para enzimas de la
glucélisis 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 Unica, de
la GluDH-NADP dependiente de la arquebacteria haléfila extrema Halobacterium

salinarium. La comparacién de secuencias mostré que la GluDH de este organismo,



tiene mayor homologia con la misma proteina de eucariontes superiores (bovina y de
pollo) que con la de eubacterias o eucariontes unicelulares. Estos organismos también
presentan una GluDH-NAD dependiente atin no caracterizada.

El gen de la GluDH-NADP de Giardia lamblia (Yee and Dennis, 1992) presenta 1350
nucleétidos que codifican para una proteina de 449 aminoacidos sin intrones.
Probablemente, el transcripto primario no esta sujeto a editado. La comparacién de la
secuencia de aminoacidos deducida con las enzimas de otras fuentes mostré una gran
homologia con las enzimas dependientes de NADP de eubacterias (57.7%) y hongos
(55.3%).

En Clostridium symbiosum (Teller et al., 1992) el gen estructural de la GluDH-NAD
dependiente tiene 1353 nucleétidos y codifica para un proteina de 450 aminoacidos. Esta
enzima tiene la particularidad de presentar un motivo de unién a la coenzima, en este
caso NAD, caracteristico de las GluDH-NADP dependientes. Se conocen las secuencias
regulatorias para la iniciacion de la transcripcién, sin embargo no se encontraron secuencias
para la terminacién de la misma.

A partir de higado de Homo saplens fueron aislados y caracterizados varios ADNc que
codifican para una GluDH mitocondrial, inespecifica para coenzima, de 558 aminoéacidos
que incluye un péptido de transito a la mitocondria de 53 aminoécidos. La secuencia del
ADNCc consiste en un regién 5’UTR de 70 pb, un marco abierto de lectura de 1677 pb, una
regién 3'UTR de 1262 pb y 15 bases de poli(A) (Amuro et al., 1988). Experimentos de
Southern blot indican la presencia de mas de un gen para GluDH, posiblemente una
pequena familia multigénica. La GluDH humana presenta una identidad del 95% con la
enzima de higado bovino (Mavrothalassitis et al., 1988). Posteriormente se identificé el
gen funcional GLUD1 de 45 kpb organizado en 13 exones (Michaelidis et al., 1993).

El estudio del ADNc de la GluDH inespecifica de Mus musculus mostré gran conservacion
al compararlo con el de humano y rata (Tzimagiorgis and Moschonas, 1991). Experimentos
de Northern blot indicaron expresién tejido especifica.

En Rattus norvegicus el gen para la GluDH inespecifica ocupa 34 kpb repartidas en 13
exones. El gen es unico, autosémico y presenta polimorfismo para varias enzimas de
restriccién. La regiéon 5' flanqueante contiene una secuencia TTAAAA en la posicién -29
en lugar del TATA box (Das et al., 1993).

En Drosophila melanogaster existe un solo gen para la GluDH inespecifica, localizado
en el brazo derecho del cromosoma 3. El transcripto incluye un intrén largo que madura
a un ARN poliadenilado de 2,4 kpb de longitud cuya expresién se encuentra bajo control
en el desarrollo (Papadopoulou and Louis, 1990).



En base a todas las secuencias de GluDHs conocidas de la bibliobrafia, con sus respectivas
especificidades para coenzima, se construyé un arbol filogenético que permitié relacionarlas
como se observa en la figura 8. Claramente pueden identificarse los tres grupos de enzimas;
inespecificas para coenzima, NAD y NADP dependientes.

— Pyrococcus furiosus-NAD
i ——— Pyrococcus furiosus 2(l)
rococcus endeavon (1)
ermotoga mantima (z
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Solanum lycopersicum-NAD
Nicotiana plumbaginifolia 1-NAD
Zea mays 1-NAD
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Figura 8: Comparacion entre GiuDHs-NAD, NADP e inespecificas para coenzima.

Se realiz6 una comparacién 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; inespecificas para coenzima, NAD y NADP dependientes. Se
compararon las siguientes enzimas: GluDHs-NADP ndientes: E. coli (Valle et al., 1983); S. thyphimurium
(Bansal et al., 1989); H. influenzae (Fleischmann et al., 1995); G. intestinalis (Yee and Dennis, 1992); C.
sorokiniana (Cock et al., 1991); Corynebacterium glutamicum (Bérmann et al., 1992); Debaryomyces
occidentalis (De Zoysa et al., 1991); S. cerevisiae (Nagasu and Hall, 1985); Emericella nidulans (Hawkins
et al., 1989); N. crassa (Kinnard and Fincham, 1983); Agaricus bisporus (Schaap et al., 1996); Laccaria
bicolor (Swiss-Prot Accession Number P54388); H. salinarum (Benachenhou and Baldacci, 1991);
Synechocystis sp (Chavez et al., 1995) y S. shibatae (Benachenhou-Lahfa et al., 1994), ademas de incluir
las secuencias obtenidas en este trabajo de Tesis Doctoral, TcGluDH, y TcGluDH,,.

GluDHs-NAD dependientes: Pyrococcus furiosus (Eggen et al., 1993); P. asaccharolyticus (Snedecor et
al., 1991); Clostridium difficile (Lyerly et al., 1991); Solanum lycopersicum (Pumell et al., no publicado);
Nicotiana plumbaginifolia (Restivo et al., no publicado); Zea mays (Sakakibara et al., 1995); Vitis vinifera
(Syntichaki et al., 1996); Porphyromonas gingivalis (Joe et al., 1993); Clostridium symbiosumn (Lilley et
al., 1991); Neurospora crassa (Austen et al., 1977); Saccharomyces cerevisiae (Boles et al., 1993).



GluDHs-inespecificas: Pyrococcus furiosus (Robb et al., 1992); Pyrococcus endeavori (DiRuggiero et al.,
1993); Thermatoga maritima (Kort et al., 1997); Vitis vinifera (Syntichaki et al., 1996); Sulfolobus
solfataricus (Maras et al., 1992); Rattus novergicus (Das et al., 1989); Mus musculus (Tzimagiorgis and
Moschonas, 1991); 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 comparacion se utilizé el programa de alineamiento Multiple de Secuencia, Megalign, de Lasergene
(DNA STAR, Inc, Madison, WI, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).

Las GluDHs en los protozoos parasitos

A pesar del amplio conocimiento sobre estas enzimas en organismos eucariontes y
procariontes, se conoce relativamente poco acerca de ellas en protozoos.

En Tetrahymena pyriformis se encontré una sola enzima inespecifica de coenzima
(Hooper et al., 1974). En Plasmodium chabaudl (Walter et al., 1974) y Trypanosoma
cruzi (Cazzulo et al., 1977; Juan et al., 1978) se detecté una GluDH-NADP con propiedades
distintas de la enzima correspondiente de mamifero. T. cruzi presenta ademas, aunque
en menor cantidad, una GluDH-NAD dependiente (Cazzulo et al., 1979). En Crithidia
fasclculata, fueron encontradas dos enzimas NAD y NADP dependientes, de las cuales
la forma NADP presenta mucha menor actividad. La GluDH-NAD fue altamente purificada
y estudiada en mayor detalle (Higa et al., 1979), presentando una fuerte inhibicién por
ATP y GTP, menos por ADP y GDP y poco afectada por AMP. Esto sugiere que la enzima
de los trypanosomatidos tiene un rol catabélico siendo inhibida por la carga energética de
la célula.

La caracterizacién del gen que codifica para la GluDH-NADP de Giardia lamblia fue de
gran importancia ya que es un pardsito muy primitivo y posiblemente el primer grupo de
individuos de la linea eucarionte, ya que a pesar de ser eucarionte no presenta mitocondrias
ni peroxisomas y su metabolismo es anaerobio (Yee and Dennis, 1992). G. lamblia tiene
solo una GluDH-NADP dependiente codificada por un gen de copia tnica. A diferencia de
otros organismos, Giardia utiliza esta enzima casi exclusivamente para mantener el
equilibrio redox en el reservorio intracelular de NAD(P).

En Leishmania tarentolae se encontr6 una GluDH-NAD dependiente cuya secuencia
de aminoacidos es similar a la forma tetramérica de N. crassa. El peso molecular por
subunidad de esta enzima es de 110 kDa y su localizacién mitocondrial (Bringaud et al.,
1997). Esta proteina podria estar relacionada con el editado del ARN.



Las glutamato dehidrogenasas (GluDHs) de Trypanosoma cruzi

Los cultivos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi presentan dos glutamato
dehidrogenasas (GluDHs) diferentes, una NAD y otra NADP dependiente (Cazzulo et al.,
1979; Walter and Ebert, 1979). En este sentido ambas enzimas se parecen a las
correspondientes en bacterias, hongos y plantas y difieren claramente de las de mamiferos,
ya que estos presentan una unica GluDH inespecifica para coenzima. Esta diferencia,
entre otras, entre el parasito y su hospedador, es sumamente importante ya que si la
GluDH cumple un papel indispensable en el metabolismo del parasito, podria convertirse
en un blanco para el ataque quimioterapico contra la enfermedad de Chagas sin provocar
alteraciones en la salud del hospedador mamifero.

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-NAD)

La enzima GluDH-NAD dependiente fue detectada en epimastigotes (Cazzulo et al., 1979)
y purificada a homogeneidad (Walter and Ebert, 1979). La cantidad de enzima detectada
depende del procedimiento empleado en la ruptura de los parasitos y de la cepa empleada.
La enzima es muy labil y gran parte de la actividad se pierde durante los pasos de
purificacién a menos que haya glicerol en los amortiguadores durante el protocolo.

Por filtracién en gel en una columna Sephadex G-200 se pudo determinar el peso molecular
de la forma nativa que result6 ser de 360 kDa, mientras que el peso molecular de cada
subunidad determinada por SDS-PAGE fue de 58 kDa, correspondiendo a una enzima
hexameérica como la GluDH-NADP (Walter and Ebert, 1979).

Los valores de Km aparente para NADH, a-oxoglutarato y NH4 fueron 0.16, 3.8 y 18mM
respetivamente y los valores para NAD y L-glutamato fueron 1.4 y 11mM (Cazzulo et al.,
1979).

El pH 6ptimo de la reaccion en el sentido de la aminacién reductiva fue 7,6 y en el sentido
de la desaminacién oxidativa 8,6 (Cazzulo et al., 1979).

La actividad de esta enzima, a diferencia de la GluDH-NADP fué inhibida por nucleétidos
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 inhibicién son consistentes con un rol catabélico 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 fluorescein mercuriacetato (FMA), NEM, pCMB, iBz, DTNB
e iodoacetamida. La inhibicion fue casi total y esta enzima se presenta como una de las
mas sensibles a estos inhibidores estudiadas hasta el momento (Cazzulo et al., 1980).
La GluDH-NAD es mas sensible a la accién de la suramina que la enzima de mamiferos.
No se encontraron grandes variaciones de la actividad especifica de esta enzima durante
el crecimiento o durante la incubacién con L-glutamato. Su actividad solo se ve
incrementada al final de la fase exponencial del crecimiento, cuando los aminoacidos
estan siendo consumidos y se produce amonifaco (Cazzulo et al., 1985).

Se determiné una doble localizacién subcelular de esta enzima en la mitocondria y el
citoplasma (Duschak and Cazzulo, 1991).

La glutamato dehidrogenasa-NADP dependiente (GluDH-NADP)

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 hexamero de subunidades idénticas y el peso molecular de la forma
nativa, estimado por filtracién 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-NADP fue purificada a homogeneidad proteica utilizando un protocolo que
consistié en una precipitacién 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 logré purificar a la enzima 54 veces con un
rendimiento del 8,6%.

La enzima purificada fue especifica para NADP, mostrando con NADH una actividad
maxima solo del 2% de la actividad con NADPH.

El valor de pH 6ptimo para la reaccién en el sentido de la aminacién reductiva fue de 7,1
y en el sentido de la desaminacion oxidativa de 8,1. La actividad de la enzima no se ve
afectada por AMP, ADP o ATP en concentraciones hasta 1 mM, a diferencia de la enzima
inespecifica de mamiferos.

La enzima de T. cruzi es estable a 4°C en presencia de amortiguador Tris-ClH o fosfato, en
cambio se conoce que la enzima inespecifica de mamiferos se inactiva en presencia de
amortiguador Tris-CIH. La curva de efecto de la temperatura sobre la actividad enzimaética,
indicé una “temperatura 6ptima” de 42°C (Juan, 1979).



Al estudiar el efecto de las sales sobre la actividad de la enzima en ambas direcciones de
la reaccién, se vié que tanto el KCl como el NaCl, en presencia de NH4Cl a pH 7 provocan
una activacién del 50% en la actividad a una concentracién de 50mM, en cambio
concentraciones mayores resultan inhibitorias. El efecto activante solo se aprecia a
moderadas concentraciones de NH4Cl, 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 reaccién en forma comparada con la GluDH-NAD dependiente. Los
productos de la reaccién actian 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, 1Bz, DTNB, iodoacetato e iodoacetamida. La
inhibicién en ningdn caso es total y ademads, los inhibidores son muy poco efectivos cuando
la enzima es preincubada con los sustratos y coenzimas a 0°C (Juan et al., 1979a). Los
experimentos de inhibicién secuencial mostraron que las inhibiciones son independientes
entre si, sugiriendo que los grupos tioles involucrados son diferentes.

La ausencia de una inhibicién total usando cantidades excesivas de inhibidores indicaria
que los grupos sulfhidrilos involucrados no son esenciales para la catélisis aunque la
presencia del inhibidor induce cambios conformacionales o interferencia estérica
provocando una disminucién en la actividad enzimética (Juan et al., 1979a). La enzima
de T. cruzi es maés sensible a los inhibidores que la misma enzima en mamiferos. El nitrato
de plata es un fuerte inhibidor de la enzima (Juan et al., 1979b).

Orellano et al. (1985) indicaron la presencia de aminoécidos acidos (L-aspartato 6 L-
glutamato) y arginina en el sitio activo, por estudios de inactivacién realizados con agentes
especificos para grupos carboxilo (Reactivo de Woodward) y para arginina (fenilglioxal).
La inhibicién competitiva por Cibacron Blue indicé que la GluDH-NADP de T. cruzi presenta
en su sitio activo el dominio de unién a nucleétido caracteristico de otras dehidrogenasas.
La droga tripanocida suramina inhibe a la GluDH-NADP bastante menos que a la GluDH-
NAD dependiente y a la inespecifica de coenzima de los mamiferos.

La GluDH-NADP de T. cruzi incrementa su actividad cuando hay glutamato presente en el
medio de cultivo, lo cual sugeriria un rol catabdlico para la enzima, aunque también se ha
propuesto un rol indirectamente biosintético, a través de la provisién del NADPH para 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. Asi, la enzima tendria un papel catabélico en cuanto a los aminoacidos
en si mismos, en la asimilacién del nitrégeno del medio y, un papel anabélico en cuanto
al metabolismo del parasito como un todo.

La localizacién intracelular de la GluDH-NADP de T. cruzi, fue determinada por Duschak
y Cazzulo (1991) tanto en la mitocondria como en el citoplasma e incluso se propuso una
tercera localizacién ain no determinada. La localizacién citoplasmatica coincide con la
determinada por Souto-Padrén et al. (1990) a través de ensayos de inmuno microscopia
electrénica.

Esta enzima es muy similar a la correspondiente de E. coli en cuanto a composicién de
aminoacidos y secuencia del extremo N-terminal. De dicho extremo, 33 aminoacidos

presentaron una identidad del 65% con la enzima de E. coli (Cazzulo et al., 1988b).

GluDH-NAD GluDH-NADP
NADH 0.16 mM -
NADPH - 4 UM
a-oxoglutarato 3.8 mM 1.8 mM
CINH4 18 mM 8.7 mM
NAD 1.4 mM -
NADP - 22 WM
L-glutamato 11 mM 1.5 mM

Tabla 4: Km para cada sustrato de las enzimas GluDH-NAD y NADP dependientes de T. cruzi
(Cazzulo et al., 1977; 1979).



Objetivos



Objetivos

Para completar la informacién estructural con la que se cuenta acerca de la glutamato
dehidrogenasa NADP dependiente (GluDH-NADP) de T. cruzi, hemos realizado una serie

de experimentos con los siguientes objetivos:

-Purificacién de cantidades sustanciales de enzima (del orden de 20-30 mg)
aumentando la escala y purificacién de la preparacién enzimatica en menor nimero de

pasos.

-Tratamiento de la GluDH-NADP purificada por degradacién controlada con
métodos quimicos y/o enziméticos para el aislamiento, purificacién y posterior
secuenciacion de los péptidos obtenidos.

Un gran nimero de GluDHs con diferente especificidad para coenzima han sido
secuenciadas de los més variados organismos. Los resultados de la comparacién de dichas
secuencias, mostraron una gran conservacién entre las GluDH-NADP dependientes. A
pesar de lo expuesto, la Unica secuencia disponible correspondiente a una enzima de
protozoos es la GluDH-NADP del eucarionte primitivo Giardia intestinalis que presenta
alta homologia con la enzima de E. coli. Los Trypanosomaétidos 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 mamiferos.

En este sentido, es interesante agregar la GluDH-NADP de T. cruzi a la comparacion antes
mencionada, debido a que sorprendentemente, datos previos indican una importante
homologia en la secuencia peptidica de la zona N-terminal de proteina de T. cruzi en
comparacién con la de E. coli. Por esta razén se programaron los siguientes experimentos:

-Clonado del gen que codifica para la enzima, a través de un rastreo inmunolégico
y de la utilizacién de oligonucleétidos iniciadores sintetizados segun las secuencias
peptidicas obtenidas. Secuenciacién del gen y comparacién de su secuencia con la de

otros organismos.



-Estudios sobre la organizacién genémica del gen. Estos resultados junto con los
obtenidos del clonado y secuenciacion, nos permitiran determinar la posible presencia de
genes diferentes, codificando isoformas de la enzima con destinos subcelulares distintos.

-Estudio de la expresion de la proteina y el ARNm en los diferentes estadios del

ciclo de vida del paraésito, los cuales viven en ambientes nutricionales muy diferentes.

-Expresion de la GluDH-NADP recombinante en la bacteria E. coli. Purificacion y

comparacién de las propiedades cinéticas de la enzima natural y la forma recombinante.

-ldentificacién de posibles isoformas de la GluDH-NADP.



Materiales y
Métodos



Medios de cultivo para parasitos.

Los medios de cultivo utilizados para la obtencién de los parasitos son los siguientes:
BHT, para T. cruzi y Leishmania mexicana (por litro: infusién cerebro corazén 33 gr;
triptosa 3 gr; NagHPO4 32 gr; KC1 0,4 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 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml (Cazzulo et al., 1985).

Medio para crecer Crithidia fasciculata (por litro): infusién de higado 5 gr; proteosa-
peptona 7,5 gr; infusién cerebro-corazén 7,5 gr; NaCl 5 gr; KCI 2 gr; acido ascérbico 0,2
gr, NaH2PO4 0,5 gr; MgS0O4.7H20 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 atmésfera.

Las células Vero infectadas en monocapa para la obtencién de los trypomastigotes y
amastigotes son cultivadas en medio MEM (MEM: GIBCO BRL, cat 11935).

Medios de cultivo para el crecimiento de bacterias y bacterléfagos.

Medio rico (liquido):
LB (Luria-Bertoni): Bacto triptona 10 gr, Extracto de levadura 5 gr y CIiNa 10 gr en 1 litro
de agua destilada. El pH es ajustado a 7,5 con NaOH 1N.

Medio rico (s6lido):

Placas de LB agar: 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 atmésferas.

Aditivos.

Antibi6ticos:
ampicilina, 100 pg/ml
penicilina, 100 U/ml
estreptomicina 100 pg/ml



Para la seleccién de bacterias se utiliza ampicilina trihidrato. Se prepara una solucién
madre de ampicilina de 100 mg/ml en agua destilada, y se esteriliza por filtracion a través
de una membrana Millipore de 0.44 mm de poro y se conserva a -20°C. Esta solucién se

agrega a los medios de cultivo en una concentracién final de 50-100 pg/ml.

Galactésidos:
X-Gal, 40 pg/ml
IPTG, 0,1mM

Top agar.
LB top agar/litro: triptona 10 gr, extracto de levadura 5 gr, NaCl 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-elulosa y Blue-Sepharose son de Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden.
Los marcadores de peso molecular y los reactivos: NADH, NADPH, NAD, NADP, DTT,
seroalbumina bovina, son de Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA.

Los reactivos necesarios para la secuenciacién de péptidos se obtienen de Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA.

L-glutamato es un reactivo de Boehringer Mannheim.

El aKG proviene de The British Drug Houses (Poole, England).

Todos los compuestos radiactivos son adquiridos en New England Nuclear (NEN) Research
Products Boston, MA. El [a32P] dCTP se encuentra en solucién acuosa, en una
concentracion de 10 mCi/ml con una actividad especifica de 3000 Ci/mmol. Se utiliza
para la preparacion de sondas por “Random priming”.

El [a35S] ATP es usado en las reacciones de secuenciacién de ADN con una actividad

especifica de 1250 Ci/mmol.



Trypanosomatidos no patégenos.

Los precultivos del parasito C. fasciculata (ATCC 11745, cedido por el Dr. S. H. Hutner,
Haskins Laboratories of Pace University, New York, 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 centrifugacién a 7500 rpm y se lavan las células tres
veces con una solucién de sacarosa 0,25M y KCl 5mM conteniendo inhibidores de proteasas
(PMSF 2mM y TLCK 1mM), para luego congelarse a -20°C.

Trypanosomatidos patégenos.

Trypanosoma cruzi cepa Tulahuén (poblacién Tul2), fue cedida por la Dra. Elsa L. Segura,
Instituto Fatala Chabén, Buenos Aires, Argentina, proveniente de un aislamiento original a
partir de un triatomineo de Chile.

La forma epimastigote se cultiva sin agitacién a 28°C en el medio BHT. Se cosechan,
lavan y congelan en las mismas condiciones que Crithidia fasciculata.

La cepa RA fue cedida por la Dra. Stella Maris Gonzalez Cappa, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires, Argentina, aislada en la provincia de La Pampa, Argentina,

en 1978, de un paciente con infeccién aguda.

Los clones Tul10, Sylvio X10/7, HO3/5, Canlll, NIH, YIE9, YIE10, CA-1/72 y CA-l/72hdna
fueron cedidos por el Dr. J.A. Dvorak, NIAID, NIH, Bethesda, MD., USA.

Los trypomastigotes metaciclicos son generados por diferenciacion espontanea a partir
de epimastigotes de la cepa RA y del clon Sylvio X-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 “Anion exchange cellulose Cellex-D” equilibrada en el mismo amortiguador.
Los trypomastigotes metaciclicos son los primeros en eluir luego de aplicar un amortiguador
TAU (por litro: NaCl 11,1 gr; KCl 0,93 gr; CaCl 0,22 gr; MgCl2 0,19 gr; NaH2PO4 27,8 gr;



NazHPO4.7H20 53,65 gr; rojo de fenol 5 mg; pH 6,6). La pureza de los parasitos obtenidos
se determina por observacién al microscopio éptico con 400 aumentos (De Sousa, 1983;

Franke de Cazzulo, comunicacién personal).

Las formas trypomastigote y amastigote de la cepa RA se obtienen a partir de monocapas
de células Vero infectadas en medio MEM (MEM: GIBCO BRL, cat 11935) suplementado
con suero fetal bovino 10% sin inactivar.

Para obtener trypomastigotes puros se centrifuga 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 dejandolos salir del precipitado para llegar hasta la superficie del medio de

resuspension incubandolos a 37°C durante una hora.

Para la obtencion de amastigotes se sobreinfectan monocapas de células Vero para evitar
la diferenciacién 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 enzimaéticos.

La forma epimastigote de Trypanosoma rangeli se obtiene de la misma forma que los
epimastigotes de la cepa Tul2 de Trypanosoma cruzi.

El parasito L. mexicana fue cedido por el Dr. R. Zeledén, Universidad Nacional, Campus
Omar Dendo, Heredia, Costa Rica.

Los promastigotes se cultivan, cosechan, lavan y congelan en iguales condiciones que C.
fasciculatay T. cruzi .

Recuento de los parasitos.
Se realiza en camaras de Neubauer en solucién fisiolégica conteniendo formaldehido al

1%, que provoca la muerte de los parasitos.



Cepas bacterianas.

Las cepas utilizadas corresponden a la familia de E. coli K-12 y sus genotipos son los
siguientes:

HB-101: F- A(gpt-proA)62 leuB6 supE44 ara-14 galK2 lacY1 A(mcrC-mrr) rpsL20(Strr)
xyl-5 mtl-1 recA13 (Sambrook et al., 1989; Boyer and Roulland-Dussoix, 1969).
Y1090: F-A(lac)U169 lon-100 araD139 rpsL(Strf) supF mcrA trpC22::Tn10 (pMC9;
TetrAmpr) (Huynh et al., 1985; Maurizi et al., 1985).

Nova Blue: endA1 hsdR17 (5 my;5") supE44 thi-1 recAl gyrA96 relA1 lac [F’ proA™B*
lacl9Z AM15::Tn10 (tetR)].

BL21: F- ompT hsdSp (rg'mp-) gal dcm.

BL21(DE3): F- ompT [lon] hsdSp (remp; an E.coli B strain) gal (DE3) dem. Con DE3,
un profago de A llevando el gen de la ARN polimerasa de T7.

BL21(DE3)PLys: F- ompT hsdSp (rg'mp-) gal (DE3) dcm pLysS, (camR).

BL26: F- ompT hsdSp (rg'mp-) gal dcm lac. Derivado lac Z de las células BL21 (Catalogo
de Novagen, Inc. Madison, WI, USA).

Purificacion de la glutamato dehidrogenasa NADP dependiente
(GluDH-NADP) de Trypanosoma cruzi.

La enzima se purifica a partir de epimastigotes de la cepa Tul2 de T. cruzi empleando una

modificacién del método previamente descripto (Cazzulo et al., 1988b).

Obtencion del extracto crudo.

Para la preparacién del homogenato, los epimastigotes de la cepa Tul2 son previamente
sometidos a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento y resuspendidos en sacarosa
0,25M, KCl 5mM (Cazzulo et al., 1989a). La preparacién se centrifuga 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 solucién y se vuelve a centrifugar
durante 10 minutos a 14000 rpm recuperandose un nuevo sobrenadante. El extracto
crudo se obtiene por centrifugacién de ambos sobrenadantes a 43000 g durante 30 minutos.

Fraccionamiento salino.
El extracto crudo se lleva a 50% de saturacién con una solucién saturada de SO4(NH4)2

en bano de hielo a 0°C. La suspensién se centrifuga a 30000 g durante 30 minutos. El
precipitado obtenido, redisuelto, no presenta actividad de GluDH-NADP.



El sobrenadante se lleva luego a 75% de saturacién con la misma solucién de sulfato de
amonio y se centrifuga a 12000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido
tampoco presenta actividad. El precipitado, que contiene la actividad de GIuDH, se
redisuelve en K2HPO4 10mM, EDTA 1mM pH 7; habitualmente contiene un 90% de la
actividad del extracto crudo. Dicho material se dializa exhaustivamente contra el

amortiguador mencionado.

Cromatografia en columna de DEAE-celulosa.
El material activo del paso anterior es filtrado a través de una columna de intercambio

aniénico en DEAE-celulosa de 15 cm x 1,5 cm equilibrada con un amortiguador K2HPO4
10mM, EDTA 1mM pH 7. La columna es armada y corrida en camara fria a 4°C con una
velocidad de flujo de 17,5 ml/hora, recogiendo fracciones de 3,5 ml cada una.

Habitualmente la GluDH-NADP no es retenida por la resina, a diferencia de muchas
impurezas. En los casos raros en que fue retenida, se la eluyé con CIK 5-10mM agregado
al amortiguador de corrida. Finalmente se retnen las fracciones con mayor actividad

enzimatica.

Cromatografla de afinldad en Blue Sepharose CL-6B (Cibacron blue F3G-A).

La propiedad de estas columnas es que tienen la capacidad de unir proteinas, incluyendo
kinasas y dehidrogenasas, tanto que usen NAD o NADP como cofactor.

Las fracciones con mayor actividad provenientes del paso anterior son dializadas durante
la noche contra el amortiguador Tris-CIH 50mM pH 7,6, conteniendo CINa 50mM e
incubadas antes de sembrarlas en la columna con B-mercaptoetanol 1mM durante 30
minutos a temperatura ambiente para mantener la actividad.

El material se aplica en una columna de Blue Sepharose (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) de 15 cm x 1,5 cm equilibrada con el amortiguador antes mencionado,
recogiéndose fracciones de 1 ml. Se miden actividad y proteinas en todas las fracciones
desde el momento de la siembra. Luego de lavarla exhaustivamente, se realiza la elucién
con el mismo amortiguador conteniendo NADP 2mM. Se deja durante 30 minutos la
columna cerrada con el eluyente para favorecer la interaccién y el despegado de la enzima.
Una vez finalizados cada uno de los pasos de purificacion, las fracciones activas son
controladas por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.



Determinacion de la actividad enzimatica de la
GluDH-NADP.

Las medidas de actividad se realizan en un espectrofotémetro Beckman Model 26 (USA)
con registrador automatico, a temperatura ambiente, en un volumen final de 1 ml.

La actividad de GluDH-NADP y de GluDH-NAD dependientes se determina por la oxidacién
de NADPH y NADH respectivamente, seguida por la disminucién de la absorbancia a 340
nm.

La mezcla de reaccién, en el sentido de la aminacién reductiva, contiene: Tris-acetato
50mM pH 6,7; CINH4 90mM; NADPH 0,15mM; oKG 2,5mM y en el sentido de la
desaminacién contiene: Tris-CIH 50mM pH 7,6; L-glutamato 10mM; NADP 0,25mM.
Para determinar la actividad de la GluDH-NAD dependiente, la mezcla de reaccién contiene:
Tris-acetato 50mM pH 8; NADH 0,125mM; CINH4 90mM; aKG 2,5mM.

Todas las reacciones se inician con el agregado de la enzima.

Podemos definir una unidad enzimatica como la cantidad de enzima que cataliza la
conversién de 1 umol de coenzima por minuto a 25°C (Juan et al., 1978).

Determinacion de los valores de Km.

Con la enzima recombinante purificada, se determinan los valores de Km para poder
compararlos con los de la enzima natural.

Se hacen diluciones de la enzima recombinante para elegir la condicién 6ptima de trabajo.
Usando concentraciones saturantes de todos los sustratos menos uno (sustrato en
concentraciones variables) y con 30 pl de una dilucién 1:100 de la enzima recombinante,
se calcula la velocidad inicial de la reaccién. 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).

Determinacién de la concentracion de proteinas.

El dosaje de proteinas se realiza colorimétricamente por el método de Lowry et al. (1951)
o el método de Bradford (1976), durante el protocolo de purificacién. Los perfiles de
elucién proteicos de las columnas fueron seguidos por medicién de la absorbancia a 260
nm y 280 nm en un espectrofotometro Beckman Model 26 (USA), excepto en la
cromatografia de afinidad luego de la adicién de NADP.



Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

Se utilizan geles al 10% segun la técnica desarrollada por Laemmli (1970), en minigeles
de 8 cm x 7 cm 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) estd compuesto por
glicerol 50%, SDS 10%, DTT 0,1M, Tris-CIH 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 electroforética.

Electroforesis en geles de poliacrilamida sin SDS.
El protocolo a realizar es basicamente el mismo, en ausencia de SDS durante el armado
del gel y en los amortiguadores de siembra y corrida.

Tincion de proteinas en el gel.

Tinclon con Coomassie Brilliant Blue.

Los minigeles son tefiidos con Coomassie Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2 %,
metanol 50%, acido acético 7%), durante 30 minutos a temperatura ambiente 6 por 45
minutos a 50°C, con agitacién. Se destifien por difusién en una solucién acuosa conteniendo
metanol 20% y acido acético 10%, a temperatura ambiente. El limite de deteccién del

meétodo es del orden de los microgramos.

Tincién con nitrato de plata.
Este método de tincién es mas sensible que el tratamiento con Coomassie Blue ya que

permite detectar nanogramos de proteina.

Para ello, los minigeles se sumergen en una solucién de metanol 50%, acido acético 10%
durante 15 minutos con agitacién y luego en una solucién de metanol 7%, acido 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 solucién de
nitrato de plata (1,9 ml NaOH 1N, 1,4 ml NH3, 17,7 ml agua destilada, 4 ml NO3Ag 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 solucién que contiene 100 pi de 4cido
citrico 50 mg/ml y 50 pl de formaldehido 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 pl de acido acético puro. Todos los
pasos requieren agitacién (Oakley et al., 1980).

Western blot e inmunodeteccion.

Electrotransferencla de proteinas a membranas de nitrocelulosa.

Finalizada la electroforesis (SDS-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 realiza durante
2 horas a 150 mA usando el mismo amortiguador. Al finalizar dicho proceso se retiran los
filtros y se dejan secar al aire (Burnette, 1981).

Reveiado de filtros conteniendo extractos y proteinas purificadas, con sueros y
fosfatasa alcallna.

Las membranas de nitrocelulosa conteniendo las proteinas electrotransferidas se lavan
por 5 minutos con TBS (Tris-CIH 50mM pH 7,6, NaCl 150mM). Luego se sumergen en
una solucién 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-
GluDH obtenido 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 P40 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 Nonidet P-
40 0,1% y varios lavados con TBS. Luego, los filtros son equilibrados en un amortiguador
para fosfatasa alcalina que contiene Tris CIH 0,1M pH 9,5; NaCl 0,1M y MgCl2 0,05M.
Para el revelado, se sumergen en el mismo amortiguador que ademas lleva los sustratos
de la fosfatasa alcalina: 100 pl BCIP (15 mg en 1 ml de dimetilformamida) y 100 pl de
NBT (30 mg en 1 ml de formamida 70%). La reaccién 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-NADP dependiente se obtiene en conejo a través de la
inyeccién intramuscular de 50 ug de proteina purificada resuspendida en 1 ml de PBS
(amortiguador fosfato salino), emulsionada 1:1 v/v con adyuvante completo de Freund
(GIBCO). Se aplican luego 3 dosis en forma subcuténea, pero emulsionadas con adyuvante
incompleto de Freund (GIBCO), con intervalos de 30 dias. Se verifica la especificidad del
antisuero policlonal monoespecifico preparado, a través del método de Outcherlony,
resultando una banda unica al enfrentarlo con un extracto libre de células de T. cruzi
(Campetella et al., 1990).

Secuenciacion de la proteina.

Reduccion y piridiletilacion de la GluDH-NADP.
La GluDH-NADP dependiente purificada fué sometida a degradacién controlada por

métodos quimicos y/o enzimaticos para el aislamiento, purificacién y secuenciacién de
los péptidos obtenidos.

Se parte de aproximadamente 1,4 mg de la proteina purificada a homogeneidad y
completamente desecada. Se resuspende en un volumen de 180 pul de Guanidina-HCl 6M;
Tris-CIH 0,25M pH 8,5; EDTA 1mM, se agregan 20 pl de DTT 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 HPLC en 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 1ml/min (Matsudaira,
1989).

Clivaje en residuos metionina con BrCN.

Se parte de 200 pug de la proteina reducida y piridiletilada en 200 pl de acido férmico al
70% (v/v). Se le agrega el BrCN en un exceso molar de 50 veces (100 pg) también
disuelto en &cido férmico 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
centrifugacién en un desecador con rotacién Speed VacTM (Savant Instruments). Se repite

la misma operacién varias veces.



Los fragmentos obtenidos se separan a través de un gel de poliacrilamida con SDS al 15%
o por un SDS-PAGE High Density-20% corrido en el Phast SystemT™ Gel (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden), transfiriéndolos luego a membranas de PVDF (Immobilon)
para secuenciacién 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 SDS-PAGE 15% y se sumerge en el amortiguador de
la electrotransferencia (CAPS 1X: 10mM 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 tincién con Coomassie Blue R-250 0,1% preparado
en metanol 40%, acido acético 1%. Las bandas proteicas aparecen aproximadamente al
minuto de la tincién. Se destifie 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).

Digestion triptica.

Se dializan aproximadamente 100 pg de la proteina reducida y piridiletilada contra
bicarbonato de amonio 0,1M durante toda la noche a 4°C. La digestién con tripsina se
realiza en el mismo amortiguador en presencia de urea 2M, en una relacién 1:25 (tripsina:
GluDH-NADP). Se incuba por 48 horas a 37°C. Se centrifuga a 10000 rpm por 10 minutos
en una microcentrifuga Eppendorf y se acidifica el sobrenadante con TFA. Los péptidos
son separados por HPLC en una columna Vydac C1g 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.

Digestion con las endopeptidasas Lys-C y Arg-C.

Para los tratamientos enzimaticos se elige la proteinasa de Achromobacter sp (especificidad
por Lys-X-) y la arginilendopeptidasa Arg-C (especificidad por Arg-X-).

El protocolo para ambos tratamientos es similar: se resuspenden 100 ng de la proteina
reducida y piridiletilada en 150 pl de Urea 2M; NH4HCO3 0,1M y se incuba con Lys-C
durante 24 horas a 37°C 6 con Arg-C durante 6 a 8 horas a 37°C, en una relacién 1:100
(proteinasa: GluDH-NADP).

Los péptidos obtenidos en dichas hidroélisis fueron separados y purificados por HPLC en
fase reversa (columnas C4 a Cjg eluidas con un gradiente de acetonitrilo y acido
trifluoroacético 0,1%) (Matsudaira, 1989).



Secuenciaclén.

Los péptidos seleccionados de la digestion con BrCN y transferidos a membranas de
PVDF, como asi también los obtenidos de las digestiones con Arg-C y Lys-C son
secuenciados en un secuenciador automatico en fase gaseosa Applied Biosystems Model
477 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) corrido de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La secuenciacién se llevé a cabo en el LANAIS-Pro, Facultad de Farmacia
y Bioquimica, UBA/CONICET.

En cambio, los péptidos obtenidos de la digestién con tripsina fueron secuenciados por el
Dr. UIf Hellman, en el Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala Branch, Uppsala,

Suecia, utilizando un equipo similar.

Clonado del gen de la GluDH-NADP de Trypanosoma cruzi.

Preparacion de bacterias E. coli Y1090 para la infeccién con fagos.

Se inoculan 50 ml de medio de cultivo LB-ampicilina (50 pg/ml), suplementado con maltosa
0,2% con una colonia de bacterias E. coli Y1090. El cultivo se crece durante toda la noche
con agitacién a 37°C.

Al dia siguiente las células son centrifugadas a 30004000 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 frio. Este material sirve como
stock de células durante dos semanas mantenidas a 4°C (Sambrook et al., 1989).

Titulacion de una biblioteca genémica.

Se preparan cajas de Petri de 85 mm de didmetro, conteniendo aproximadamente 30 ml
de medio LB-agar 1.5% y ampicilina 100 pg/ml. Por otro lado se prepara el top agarosa
(LB agarosa 0.7% suplementado con SO4Mg 10mM) que debe permanecer liquido a bano
maria a 50°C hasta su uso.

Se toman en condiciones estériles 3 ml de top agarosa y se le agregan 150 pl de bacterias
Y1090, se mezcla y se vuelcan rapidamente sobre las placas conteniendo LB-agar sélido.
Cuando el top esta 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
(NaCl 100mM; SO4Mg.7H20 8,1mM; Tris HCl 50mM pH 7,5 y gelatina 0,01%). Se siembran
5 ul de cada dilucién sobre el top agarosa, bien separadas y comenzando desde la dilucién
mas 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 ¢
picadas luego de 12 a 16 horas de incubacién (Sambrook et al., 1989).

Calculo del titulo: Nxf

5ul (vol sembrado de cada dilucién)
N=N° de placas de lisis
f= factor de dilucién en el que se contaron las placas de lisis.

El valor obtenido se multiplica por 103 para referirlo en ufp/ml.

Rastreo inmunolégico de una biblioteca genémica de Trypanosoma cruzi en

Agtll.

Para clonar el gen de la GluDH-NADP de Trypanosoma cruzi se parte de una biblioteca
genomica en Agt11 conteniendo ADN genémico de la cepa Miranda 76 de T. cruzi (Ibanez
et al., 1987). El fago Agt11 es un vector que permite construir bibliotecas genémicas o de
ADNc y luego dirigir la expresién de los fragmentos clonados. Dado que el genoma de T.
cruzi no presenta intrones se pueden expresar genes a partir del ADN genémico.

Al expresar la proteina 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).

Expresién de proteinas recombinantes en el fago Agt11.
Se utilizan entre 10 y 12 placas de 300 mm de didmetro conteniendo LB-agar con ampicilina

100 ug/ml. A 1 ml de bacterias E. coli Y1090 se le agregan 100 pl de fagos recombinantes
de la biblioteca, conservados a 4°C y sin diluir en SM. Dado que el titulo de la biblioteca es
de 106 ufp/ml se sembraron 102 fagos/placa de manera de rastrear 106 fagos totales,
teniendo en cuenta que solo el 60-70% son recombinantes.

Para permitir la adsorcién 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 aparicién de las placas de lisis.



Como la expresion de las proteinas de fusién se encuentra bajo regulacién del promotor
del operén lac, se procede a la induccién embebiendo filtros de nitrocelulosa con IPTG
10mM en agua. Se dejan secar sobre un papel de filtro al aire y luego se apoyan sobre las
placas de lisis. Se incuban 34 horas a 37°C y se guardan hasta su procesamiento con el

suero correspondiente (Sambrook et al., 1989).

Revelado del rastreo inmunolégico.
Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente y con agitacién 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-NADP preparado
en conejo en una dilucién 1/3000 y como segundo anticuerpo un suero comercial anti-lg
de conejo conjugado con fosfatasa alcalina.

Rastreo por hibridizacién de una biblioteca genémica de Trypanosoma cruzi en

Agt1l.

Se utiliza la misma biblioteca de expresién genémica de la cepa Miranda 76 de
Trypanosoma cruzi en el fago Agtll (Ibanez et al., 1987). El ADN de las particulas
virales es transferido a un filtro de nitrocelulosa y aquellas que llevan el gen de la GluDH-
NADP son identificadas por hibridizacién usando una sonda especifica marcada
radioactivamente.

Para el rastreo se utilizan 12 placas de Petri de 150 mm de didmetro conteniendo LB-agar
con ampicilina 100 pg/ml. Se mezclan 400 pl de bacterias E. coli Y1090 con 17 pl de
fagos recombinantes de la biblioteca que contienen 102 fagos y se permite la adsorcion
por 20 minutos a temperatura ambiente. Se agrega a la mezcla 10 ml de top agarosa y se
vuelca sobre la caja con LB-agar y 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 solucion de desnaturalizacién (NaCl 1,5M, NaOH 0,5M)
por 5 minutos. Luego se transfieren a una solucién de neutralizacién (NaCl 1,5M, Tris-CIH
0,5M pH 8) por 5 minutos y finalmente a una solucién 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
hibridiza el ADN de los filtros al enfrentarlo con una sonda especifica marcada con 32P.



Luego de la autorradiografia, los fagos positivos detectados por una sefal nitida son aislados
y resuspendidos en SM con 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).

Identificacion, aislamiento y mantenlmiento de los fagos positivos.

Teniendo en cuenta la orientacién de los filtros, se identifican los fagos positivos por
superposicion.

Se coloca en un tubo eppendorf 1 ml de SM y una gota de cloroformo. Con la ayuda de
una espatula esterilizada se corta con cuidado el top agarosa alrededor del fago positivo.
En al caso de un rastreo primario, por la cercania 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 particulas difundan de la agarosa. Se calcula el titulo en
cada caso y se mantienen a 4°C en SM con cloroformo (Sambrook et al., 1989).

Aislamiento y purlficacién del ADN del fago A.

Se pica una placa de lisis bien aislada de las deméas en 1 ml de medio SM, con una gota de
cloroformo. Se deja a 4°C por varias horas y luego, se mezclan 40 ul de la suspension de
fagos (titulados) con 100 pl 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 LB agarosa-ampicilina. Se
siembra una cantidad de fagos tal que puedan crecer a confluencia toda la noche a 37°C.
Al dia siguiente se les agrega 3 ml de medio SM para eluir los fagos a temperatura ambiente
con agitacién constante durante toda la noche. Se repite la operacién con otros 3 ml.
Luego, se tranfiere el medio SM conteniendo los fagos a un tubo que se centrifuga a 8250
rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante recuperado se trata con ARNasa y ADNasa
1ug/ml concentracion final, incubando por 30 minutos a 37°C. Luego se le agrega un
volumen de una solucién de PEG 20% p/v y NaCl 2M en medio SM, incubando 1 hora en
hielo y se centrifuga a 12000 rpm 1 hora a 4°C. Se remueve el sobrenadante por aspiracién
y se deja secar el precipitado, que contiene las particulas virales, por inversién del tubo.
Se resuspenden las particulas en 500 pl de SM con vortex y se les agrega 5 ul de EDTA
0,5M pH 8 y 5 pul 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 fenol:cloroformo en partes iguales y



finalmente con cloroformo:alcohol isoamilico. La fase acuosa final se precipita con un
volumen de isopropanol y se lleva durante 20 minutos a -70°C. Se centrifuga 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 digestién con enzimas de restriccién (Sambrook et al., 1989).

Preparacion y analisis de ADN.

Aislamiento y purificacion de ADN de parasitos.

Los cultivos de los distintos parasitos se cosechan por centrifugacién 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 solucién amortiguadora Tris-HCl 10 mM pH 7,6; NaCl 100 mM y EDTA 100 mM.
La suspensién obtenida se lisa por el agregado de SDS a una concentracién final del 1%
mezclando suavemente. Luego se incuba con Proteinasa K, 50 pg/ml durante 2 horas a
37°C agitando suavemente a intervalos de 15 minutos. Se agrega un volumen de fenol y
se agita por inversién del tubo. Luego de centrifugar a 10000g por 5 minutos se extrae
cuidadosamente el sobrenadante con pipeta Pasteur sin aspirar la interfase. Luego se
extrae con un volumen de fenol:cloroformo en partes iguales y finalmente con cloroformo
solo. El ADN nuclear se precipita por el agregado de 0,1 volimenes de acetato de sodio 3
M pH 5,2 y 2 volimenes de etanol absoluto 6 0,7 volumenes de isopropanol. Se deja toda
la noche a -20°C para favorecer la precipitacién y luego se centrifuga 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 asi o resuspenderse en amortiguador TE (Tris-
HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 0,1 mM) (Sambrook et al., 1989).

Minipreparaclon de ADN plasmidico.
Se transforman células competentes con el objeto de purificar el ADN plasmidico. Se

toma con un ansa estéril una colonia aislada y se inoculan 3 ml de medio LB liquido
conteniendo 3 pl de ampicilina (100 mg/ml). Se deja 9 a 15 horas a 37 °C con agitacién.
Posteriormente el cultivo se tranfiere y centrifuga a 5000 rpm durante 5 minutos y el
precipitado obtenido se resuspende en 0,3 ml de una solucién P (Tris-CIH 50mM pH 7,9;
EDTA 10mM pH 8; ARNasa A 10 ug/mil libre de ADNasa).

Luego se le agregan 0,3 ml de la solucién P2 (NaOH 200mM; SDS 1%) se mezcla

suavemente y se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente.



Posteriormente se adicionan 0,3 ml de la solucién P3 (acetato de potasio 2,55M pH 4,8)
agitando inmediatamente por inversién del tubo. Al centrifugar a 15000 g durante 30
minutos a 4°C, se logra la separacién del plasmido en el sobrenadante, que es precipitado
con 0,7 volimenes de isopropanol previamente equilibrado a temperatura ambiente. Se
centrifuga 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).

Cuantificacion 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 concentracién sabiendo que 1 UDO corresponde aproximadamente
a 33 pg/ml. Multiplicando el valor obtenido por el factor de dilucién se obtiene el valor
final (Sambrook et al., 1989).

Electroforesis en geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN genémico o plasmidico se separan, identifican y purifican por
electroforesis a través de geles de agarosa horizontales de distintos porcentajes, de acuerdo
al tamarno de los fragmentos a separar y a la conformacién de los mismos.

Los geles de agarosa se preparan y corren en TBE 1X (5X: Tris Base 5,4%; acido bérico
2,75%; EDTA 2mM pH 8). Antes de armar el gel se le agrega bromuro de etidio en una
concentracién final de 0,5 pg/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 localizacién del ADN dentro 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 transiluminacién con luz ultravioleta.

El ADN del fago ®X174 digerido por la endonucleasa de restriccién Haelll (Sigma D-
0672) y el ADN del fago A digerido por Hindlll (Sigma D-9780) son utilizados como
marcadores de peso molecular cuyos tamarios en pares de bases son: X174 Haelll (490
pug/ml): 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72.

AHindlll (286 ug/ml): 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125.

También se utiliz6 una escalera conteniendo repeticiones de 100 pb (GIBCO-BRL) desde
100 hasta 1500 pb con un fragmento adicional de 2072 pb. La banda de 600 pb es dos o

tres veces mas intensa que las restantes de la escalera.



Electroforesis en campo pulsado (PFGE).

Las moléculas de ADN cuyos tamarios son mayores de 25 kpb no pueden resolverse en
geles de agarosa convencionales, en cambio pueden separarse usando técnicas que
cambian la direccién del campo eléctrico en el gel.

El ADN de las distintas formas y tipos de parasitos contenido en los bloques de agarosa
es preparado como se indica en la bibliografia (Henriksson et al., 1990). Los ensayos de
PFGE y Southern blot se realizaron con los siguientes clones: Tul10, Sylvio X10/7, HO3/
5, Canlll, NIH, YIE9, YIE10, CA-l/72y CA-/72hdnay los parasitos T. rangeli, C. fasciculata
y L. mexicana. La electroforesis se realiza en un aparato BioRad CHEF Mapper (Henriksson
et al., 1995). Luego de la corrida el ADN es tratado con HCI, transferido a filtros de nylon
e hibridizado con sondas marcadas radioactivamente en ensayos de Southern blot.

Obtencion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa ultrapura de
bajo punto de fusion.

Debido a que la agarosa puede estar contaminada con sustancias que son potentes
inhibidores de algunas enzimas (enzimas de restriccién, ligasas, kinasas, polimerasas)
que comunmente se usan durante el clonado, se utiliza agarosa ultrapura y de bajo punto
de fusion. Esta agarosa gelifica a 30°C y se derrite a 65°C.

Con el objeto de recuperar y purificar solamente el 6 los fragmentos de ADN de interés de
forma simple, se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de agarosa. El gel es armado
en las condiciones ya mencionadas pero con agarosa de bajo punto de fusién y corrido
en el mismo amortiguador a 4°C para evitar recalentamiento y fusién del gel durante la
corrida. Finalizada la misma y una vez identificado el fragmento de interés, se corta la
agarosa alrededor de la banda con un bisturi. Se coloca en un tubo eppendorf que contiene
5 volimenes de amortiguador TE (Tris-CIH 10mM 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 fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico en partes iguales a la misma temperatura. Se precipita, lava y resuspende de la

forma ya descripta.

Resolucién y recuperacién de pequeiios fragmentos de ADN en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes.

A través de una electroforesis en geles de poliacrilamida pueden separarse fragmentos
pequenos de ADN (<1000 pb). Se preparan geles 8% en TBE 1X y se corren en el mismo

amortiguador a un voltaje de 1-8 V/cm.



Se siembran marcadores de peso molecular y dos calles de muestra, una analitica que se
tine 10-30 minutos con bromuro de etidio 0,5 pg/ml y otra preparativa para recuperar la/
s banda/s con el ADN de interés.

Por comparacién con la muestra teniida 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 volimenes
de agua bidestilada estéril. Se disgrega bien el gel y se incuba durante toda la noche a
37°C con agitacion. Los fragmentos pequenos (<250 pb) eluyen dentro de las 2-3 horas
mientras que los mayores de 750 pb requieren toda la noche. Luego se centrifuga a 10000g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante puede usarse directamente
o precipitarse antes con etanol, evitando tomar restos pequenos 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.

Electroforesis de ADN y transferencia pasiva a fllitros de nitrocelulosa.

Para poder identificar los fragmentos de ADN por hibridizacién, el gel corrido y fotografiado
se somete a un tratamiento alcalino durante 1 hora con NaOH 0,5M y NaCl 1,5M que
provoca la desnaturalizacién del ADN. Posteriormente se neutraliza con una solucién que
contiene Tris-HC] 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 (NaCl
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 tamano de cada
uno se determiné por comparacién 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
solucién de prehibridizacién que contiene: SSC 6X, Solucién Denhardt 5X (50X Ficoll 5
gr, polivinilpirrolidona 5 gr, BSA 5 gr en 500 ml de agua), ADN de esperma de salmén
100 pg/ml y SDS 0,5%. Los filtros se prehibridizan toda la noche a 65°C. Se reemplaza

dicha solucién por la de hibridizacién que contiene ademés la sonda marcada por “random



priming” previamente hervida 5 minutos a 100°C y se deja toda la noche con agitacién 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 peliculas Kodak X-OMAT-S utilizando pantallas intensificadoras a -70°C por distintos
periodos de tiempo (Sambrook et al., 1989).

Purificacion de oligonucieétidos sintéticos.

En caso de ser necesario, los oligonucleétidos son purificados a través de las columnas
NAPTM10 de Sephadex G-25, siguiendo las indicaciones sugeridas por Pharmacia Biotech.
Las columnas son lavadas varias veces con agua destilada antes de sembrar el
oligonucleétido en un volumen méximo de 1 ml. Se deja escurrir la columna y finalmente
se eluye con 1,5 ml de agua destilada. El material eluido se seca totalmente en una
centrifuga con vacio y se resuspende en 500 pl de agua destilada. Para cuantificar, se
diluyen 5 pl del oligonucleétido purificado en 1 ml de agua destilada. Se mide la absorbancia
a 260 nm y se calcula la concentracién sabiendo que 1 UDO corresponde aproximadamente
a 33 pug/ml. Multiplicando el valor obtenido por el factor de dilucién se obtiene el valor
final (Sambrook et al., 1989).

Secuenciacién de ADN.
La secuenciacién del ADN se realiza siguiendo el método de los dideoxinucleétidos 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 versién 2.0 del “ADN Sequencing Kit: SEQUENASE” de
United States Biochemical (USB).

Se preparan geles 6-8% que contienen una mezcla de acrilamida-bisacrilamida,
amortiguador TBE 1X, urea 7,5M, 48 A de TEMED 0,03% v/v y 480 A de persulfato de
amonio 0,06% para 80 ml de mezcla (Sambrook et al., 1989). La polimerizacién 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 radiografica Kodak X-OMAT-AR.

Para la preparacion de templados para la secuenciacién se desnaturalizan entre 3y 5 ug
de ADN plasmidico con una solucién de NaOH 200mM y EDTA 0,2mM a 37°C durante 30
minutos. Se agrega acetato de sodio 0,3M final y se precipita con 2,5 volimenes de
etanol. Se lleva a -70°C por 20 minutos, se centrifuga y se lava el precipitado con etanol
70 %.



Tratamiento enzimatico de ADN.

Digestién de ADN con endonucieasas de restriccién.
La reaccién de digestion se realiza con el ADN, la enzima de restriccién elegida, el

amortiguador adecuado para ella y agua destilada para llevar a volumen. En general, el
tiempo minimo de incubacién es de 2 horas a 37°C, utilizando 5 U/pug de ADN. En estas
condiciones las digestiones son totales, tanto para el caso de ADN genémico, ADN
plasmidico o un producto de PCR. Para las digestiones de ADN genémico se utilizan entre
5y 10 ug de ADN.

Para hacer digestiones parciales es necesario utilizar méas 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 pg de ADN
en una hora, se prepara la siguiente mezcla de reaccién: 50 pl de ADN (conteniendo 100
g de ADN), 50 pl del amortiguador adecuado, 5 l de enzima (10 U/ul), ARNasa y agua
destilada hasta completar el volumen de 500 pl.

Se precalienta dicha mezcla antes del agregado de la enzima para que esta actue desde el
principio, sobre todo en los tiempos cortos. Se sacan 50 pul de la incubacién por cada
tiempo elegido y se detiene la reaccién sumergiéndola bruscamente en fenol para inactivar
la enzima. Se elige un rango amplio de tiempos. Luego se trata al ADN con fenol:cloroformo
en partes iguales y con cloroformo:alcohol isoamilico. Se centrifuga y el ADN en la fase
acuosa se obtiene por precipitacién 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 concentracién salina y luego de la incubacién, al agregar

la segunda enzima se suplementa con la cantidad adecuada de MgCl>.

Marcacién radioactiva de sondas especificas de ADN por “Random Priming”.
Las sondas utilizadas se marcan radiactivamente con dNTPs 032P, in vitro usando como
iniciadores hexameros sintetizados al azar, con todos los nucleétidos frios y dCTP marcado
con 32P. Luego de la marcacién la sonda se separa de los nucleétidos libres, pasando la
mezcla de reaccién a través de una columna de Sephadex G-50 (fine), equilibrada con
amotiguador TE y saturada previamente con ADN de esperma de salmén. 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. ADN doble cadena desnaturalizado 100-200
ng, Hepes 200mM pH 6,6, dNTPs (Tris-CIH 250mM pH 8, MgCl2 25mM, B-mercaptoetanol
50mM, dA-dG-dT 100mM), hexameros al azar 37 ng, 32P-dCTP 50 uCi y el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli, 5 unidades. Mantener durante 4 horas a 37°C 6
toda la noche a temperatura ambiente (Sambrook et al., 1989).

Ligacién de molécuias de ADN.
La ligacion se realiza en relaciones adecuadas de plasmido e inserto segun el tamario de

ambos y es catalizada por la enzima ADN T4 ligasa. La reaccion se realiza a 0°C y como
minimo por 3 horas, aunque usualmente se liga durante toda la noche a 0°C 6 a 16°C.
Ademas del fragmento de ADN a clonar, el vector y la enzima T4 ligasa, se necesita ATP
y el amortiguador adecuado para la enzima. La reaccién se lleva a volumen con agua
bidestilada (Sambrook et al., 1989).

Los fragmentos de ADN se clonan en distintos vectores segun el objetivo: plasmido pUC19,
pBluescript KS* 6 pGEX y peT para la expresién de proteinas recombinantes.

Cuando se trata de ligar productos de PCR (contienen una adenina agregada por la Taq
ADN polimerasa en el extremo 3') se utiliza el vector T que tiene timinas en los extremos,
lo que permite la ligacién cohesiva a los fragmentos de PCR. Para estos casos, se usan el
vector T de Novagen (T-vector Kit Protocols Novagen pT7Blue T-vector Kit. Cat. No. 69820-
1) y el de Promega (pGEM-T easy Vector Systems Cat. No. A 3600).

Finalmente se verifica la efectividad de la ligacién transformando bacterias.

Transformaciéon de céiuias competentes.

Los distintos tipos de bacterias competentes a transformar son mantenidas luego de su
preparacién a -70°C. Se retiran de esa temperatura y se dejan descongelando en hielo 10
minutos. Son preparadas segun el protocolo de Sambrook et al. (1989).

Se utilizan entre 2 y 5 jl de la ligacién para transformar 50 l 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 pl de medio LB y se dejan 1 hora a
37°C con agitacién para la recuperacién de las células.

Con 100 pl de la mezcla se siembran cajas de Petri con LB-agar 1,5 % y ampicilina 100
pg/ml. Se incuban a 37°C durante la noche.

Si el objetivo es la seleccién e identificacién de las bacterias que contienen el inserto de
interés, a las placas se les agrega X-Gal 40 ug/ml (concentracién final) e IPTG 0,1mM
(concentracion 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-T easy Vector Systems Cat. No A 3600).

Preparacion y analisis de ARN.

Extraccion de ARN de parasitos.

Con el método de extraccién con TRIzol se puede obtener el ARN total de células que no
pueden ser facilmente fraccionadas en citoplasma y nucleo, en forma simple y rapida, en
gran cantidad y manteniendo su integridad (Chomczynski and Sacchi, 1987, Siebert and
Chenchik, 1993).

Se parte de 100 millones de parasitos cosechados y lavados con una solucion de sacarosa
0,25M, CIK 5mM. Los parasitos son resuspendidos en 1 ml de TRIzol Reagent LS (GIBCO
BRL) y son lisados por pipeteo reiterado. Se incuban las muestras homogeneizadas 5
minutos a temperatura ambiente. Luego se agregan 200 pl de cloroformo y se agita
vigorosamente durante 15 segundos y se incuba 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifuga a 12000 g 15 minutos a 4°C y la fase acuosa incolora obtenida, contiene el
ARN.

Aproximadamente 600 il de dicha fase se transfieren a un tubo limpio y el ARN se precipita
por el agregado de 500 pl 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 ARN total, 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.

Cuantlificacion de ARN.
Se procede de la misma forma que para la cuantificacién de oligonucleétidos. En este

caso, se mide la absorbancia a 260 nm y 280 nm, se calcula la relacién entre A260/A280
cuyo valor debe oscilar entre 1,7 y 2. Este dato nos permite saber si la preparacién esta
contaminada con proteinas, en cuyo caso deberéa tratarse con fenol-cloroformo.
También se mide la relacién de absorbancias A260/A230 que deberia ser mayor que 2 y
nos permite verificar si el material esta contaminado con isotiocianato de guanidina
(componente del TRIzol). Con el valor de A26p se puede calcular la concentracién de
ARN en la preparacion, sabiendo que 1 UDO corresponde aproximadamente a 40 pg/ml
de ARN (Sambrook et al., 1989).



Electroforesis de ARN y 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 1mM pH 8) y formaldehido 37%, para
llegar a una concentracién final de MOPS 1X y formaldehido 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 tg de ARN se agregan a una mezcla que contiene
5 ul de amortiguador de corrida MOPS 10X, 8,75 pl de formaldehido 37% y 25 ul de
formamida. Se mezclan e incuban durante 15 minutos a 55°C. Se les agrega 10 pl de
amortiguador de siembra que contiene EDTA 1mM 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 formaldehido. Se corta la parte a transferir y el resto, conteniendo
los marcadores de peso molecular y un duplicado de la muestra se separa para teir. Para
la tincion, el gel se lava con acetato de amonio 0,5M durante 20 minutos y luego se
reemplaza por bromuro de etidio 0,5 jig/ml en acetato de amonio 0,5M durante 40 minutos.
Se destifne 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 solucién 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 solucién de prehibridizacién
(K2HPO4 25mM pH 7,4; SSC 5X; Solucién Denhard’t 5X; ADN de esperma de salmén 50
pg/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 solucién de hibridizacién que tiene semejante composicién que la solucién de
prehibridizacién pero ademas dextran 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.



Reaccion de PCR.

Para la amplificacién de los fragmentos de interés se requiere: ADN en poca cantidad
(500 ng), 300 ng de los oligonucleétidos, amortiguador 1X (Tris HCl 100mM pH 7,9; KClI
500mM; MgClz 15mM); dNTPs 2mM; 2,5 unidades de enzima Taq polimerasa, y agua
bidestilada estéril hasta completar el volumen final de 50 6 100 pl seguin el caso.

Segun el objetivo de cada experimento cambian las temperaturas y tiempos de
desnaturalizacién, unién de los oligonucleétidos al templado y tiempo de elongacion,
como asf también el nimero de ciclos de la reaccién (Saiki, 1985), segun se indica en

cada caso.

PCR sobre colonias.
Se toma una colonia bacteriana en condiciones de esterilidad y se la coloca en un tubo

eppendorf que contiene 50 pl de agua estéril. Luego se hierve durante 5 minutos y se lleva
inmediatamente a hielo. Se centrifuga a 12000 g por 2 minutos y 10 pl del sobrenadante

resultante se utilizan como fuente de ADN para la reaccién de PCR.

Reaccién en cadena de la polimerasa semianidada acoplada a transcrlpcién
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
ADNc se obtiene utilizando la enzima SuperScript RT PlusTM (Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD) Cat No.8248SA, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Esta
es una enzima M-MLV RT modificada (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcripase), sin actividad ARNasa H, permitiendo la obtencién de cadenas de ADNc de

mayor longitud y por otro lado es més termoestable.

Se toman entre 2 y 5 ug de ARN total y se les agrega el amortiguador adecuado para la
enzima 1X (5X: Tris-CIH 250 mM pH 8,3; KCI 375 mM; MgCl2 15 mM), dNTPs 0,5mM en
solucién acuosa e inhibidor de la ARNasa (rRNasin® Promega) 20 unidades. Se afiaden
200 ng del oligonucleétido iniciador, que puede ser: 1 pl de oligo(dT) 6 2 pul de GDH3
segun el tamario y tipo de producto deseado. La transcripcion reversa con el oligo(dT)
permite obtener todos los mensajeros que lleven la cola de poliA, en cambio el oligo
GDH3 selecciona uinicamente los mensajeros de la GluDH ya que su secuencia es homéloga
a dicha enzima a una distancia de 219 pb del codén ATG de iniciacién. 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 jl de la enzima SuperScript RT PlusTM y se incuba a 42°C por 45
minutos. Terminada la reaccién se incuba a 95°C por 5 minutos para desnaturalizar el
hibrido ARN-ADNc e inactivar la transcriptasa reversa y se transfiere a hielo.

Puede determinarse el tamano del ADNc por medio de un gel de agarosa desnaturalizante
y estimarse el rendimiento por incorporacién de nucleétidos radioactivos. Para la reaccién
de PCR se utilizan 1 a 2 pl del producto obtenido.

La reaccién de PCR semianidada consiste de dos reacciones de PCR sucesivas. Para la
primera, se utiliza un oligonucleétido iniciador que puede ser: oligo(dT) 6 GDH3
(dependiendo del elegido para la obtencién del ADNc) combinado con el miniexén
(McCarthy-Burke et al., 1989). En la segunda reaccién 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 miniexén (PCR semianidada).

La mezcla para la primera reaccién de PCR contiene: ADNc 1 pl, amortiguador para la
Taq polimerasa 1X, dNTP 0,2mM de cada uno, Cl2Mg 1,5mM, oligo miniexén 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 reaccién de PCR se usa 1 pl de ADN de la PCR anterior y se agregan los
mismos reactivos en el orden indicado, salvo el segundo oligonucleétido que se reemplaza
por GDH; 200 ng.

Expresion de proteinas recombinantes.

Inducciéon de bacterias Escherichia coli HB101 conteniendo el vector de
expresiéon pGEX.

Realizada la transformacién de bacterias competentes E. coli HB101 con el plasmido
pGEX recombinante, se toma una colonia y se la crece durante toda la noche en medio
LB con ampicilina 100 pg/ml, a 37°C y con agitacién. A la manana siguiente, el cultivo se
diluye 1/20 hasta un volumen final de 100 ml. Se sigue el cultivo por medicién de la
densidad 6ptica a 600 nm y se crece hasta que sale de la fase lag, lo cual ocurre
aproximadamente 45 minutos después de realizada la dilucién. En ese momento se separan
5 ml (control no inducido) y al volumen restante se lo induce con IPTG 0,1 mM.

El crecimiento del cultivo se sigue por medicién de la densidad 6ptica y, a las 4 horas de
comenzada la induccién, el cultivo fue centrifugado durante 5 minutos a 7000g y luego
resuspendido en una solucién conteniendo NaCl 100mM, EDTA 1mM, Tris 50mM pH 8,

10% (v/v). Se centrifuga nuevamente y se descarta el sobrenadante.



El pellet obtenido se resuspende en el mismo amortiguador y las bacterias se lisan por
sonicacion a intervalos de 30 segundos durante 5 minutos. Se observa al microscopio
antes y después de la sonicacion para ver la efectividad de dicho paso que debe resultar
en la destruccién total de las células y la liberacién de los cuerpos de inclusion. Luego, se
realiza un tratamiento con lisozima (1mg/ml) durante 20 minutos a temperatura ambiente,
y finalmente deoxicolato de sodio 0,1% por 10 minutos a la misma temperatura. Se
centrifuga 10 minutos a 10000 g y el precipitado se lava con agua destilada 2 veces y
luego se resuspende en la solucién de siembra de los geles a 100°C, evitando asi la
posible degradacién de la/las proteinas inducidas por proteasas bacterianas. Se centrifuga
durante 10 minutos 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).

Miniinduccién de bacterias E. coli BL26 (DE3) y BL26 (DE3)PLys S
conteniendo el vector pET-22b(+).

Una vez realizada la transformacion, se selecciona una colonia recombinante y se la crece
durante la noche en 10 ml de medio LB conteniendo ampicilina 100 pg/mla 37°C y con
agitacion. A la manana siguiente el cultivo se diluye 1/10, se mide la densidad éptica a
600 nm y se continda la incubacién 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 IPTG 0,1mM,
y se continua el crecimiento a 28°C por 3 horas. Se sigue registrando la densidad éptica

hasta que el cultivo llega a la fase estacionaria.

Tratamientos para ia obtencién de la fraccion sobrenadante que contlene la
proteina recombinante.
Se centrifuga el cultivo inducido, a 7000 g durante 5 minutos y el precipitado se resuspende

en un amortiguador de lisis que contiene: Tris-CIH 50mM pH 7,9; NaCl 100mM; EDTA
1mM. De alli, se separan 10 pl para sembrar en un gel como la fraccién correspondiente
a las proteinas totales inducidas. El resto de la preparacion se sonica durante 5 minutos
con intervalos de 30 segundos y se centrifuga a velocidad maxima por 10 minutos. El
precipitado contiene las proteinas insolubles formando cuerpos de inclusién y el
sobrenadante contiene las proteinas solubles. También se separa una fraccién de proteinas
totales de un cultivo no inducido y se realiza el mismo procedimiento para el material
proveniente de bacterias no transformadas con el plasmido recombinante.



Todas las fracciones se siembran en un gel SDS-PAGE, corrido en condiciones normales

y teniido con Coomassie Blue.

Purificacién de la gilutamato dehidrogenasa NADP-dependiente recombinante
por cromatografia de afinidad en Biue Sepharose CL-6B.

Para la purificacién de cantidades sustanciales de la enzima recombinante, se inducen
100 ml de cultivo a 28°C con IPTG 0,1 mM. El cultivo se cosecha cuando la absorbancia
a 600 nm es cercana a 4. El pellet bacteriano se resuspende en TBS (Tris-CIH 50mM pH
7,6; CINa 150mM) conteniendo PMSF 1mM, lisozima 100 pg/mi y Tritén X100 1% y se
incuba a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego de la lisis, se adiciona MgCl2 10
mM y DNasa 20 pug/ml y se incuba de la misma forma durante 15 minutos. Finalmente se
centrifuga a 20000 g a 4°C por 15 minutos. Tanto en la fraccién sobrenadante (proteina
soluble) como en el precipitado (cuerpos de inclusién) puede detectarse GluDH-NADP.

Se toman 5 ml de la fraccién sobrenadante, conteniendo 7,2 mg de proteina total y se
dializan exhaustivamente contra el amortiguador Tris-CIH 50mM, CINa 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 purificacién de la proteina nativa.



Resultados



Purificacion de la GluDH-NADP de T. cruzi.

La GluDH-NADP dependiente 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 parasito.

El método utilizado fue modificado posteriormente (Cazzulo et al., 1988b). El nuevo
protocolo de purificacién consistia en la ruptura de los epimastigotes por congelacién y
descongelacion repetida; extraccion; fraccionamiento con sulfato de amonio (50-75% de
saturacion); diélisis; cromatografia de intercambio i6nico en columna de DEAE-celulosa
y filtracién por gel en columna de Sephadex G-200.

Con el objetivo de mejorar la actividad especifica de la preparacién enzimética, eliminando
enzima desnaturalizada, se introdujo un paso de cromatografia de afinidad, empleando
una columna de Cibacron Blue F3G-A (Blue Sepharose CL-6B) en lugar de la filtracién
por gel en una columna de Sephadex G200. Esto permitié6 aumentar el grado de purificacién
a 60 veces y el rendimiento al 58%, resultando una proteina con mayor actividad especifica
(330 unidades. mg-1, comparadas con las 189 unidades. mg-! obtenidas previamente
(Cazzulo et al., 1988b)).

En la tabla 1 se muestran los resultados de una purificacién tipica de la enzima a partir de

cultivos de epimastigotes de la cepa Tulahuén 2.

Pasos Volumen Proteina Enzima total Actividad especifica Purificacién Rendimiento
(mt) (mg) (unidades) (u.mg-1) (-veces) (%)

Extracto crudo 106 1,160 6,540 5.6 1 100

Sulfato de amonio

(50-75%) 25 250 5,840 233 4.2 89

DEAE=<elulosa 28 29 5,040 174 31 77

Blue Sepharose 2.3 115 3,800 330 59 58

Tabla 1: Purificacién de la glutamato dehidrogenasa NADP-dependiente (GluDH-NADP) de T. cruzi
La enzima fue purificada a partir de 21 gr. de epimastigotes (peso himedo) como se describe en la seccion

de Materiales y Métodos.
(u.mg"'): unidades por miligramo de proteina.



En la figura 1(a) se muestra el perfil de elucién a través de la columna de afinidad antes
mencionada. La enzima se obtiene en forma de un pico agudo luego de agregar el eluyente
NADP 2mM. En la figura 1(b) se observa comparativamente el patrén electroforético de
proteinas obtenido en cada paso de purificacién revelado con el reactivo de plata. Puede
notarse que el eluido de la columna de Blue Sepharose (calle 4) presenta solo trazas de
otras proteinas, de menor peso molecular, ademéas de la subunidad de 47 kDa
correspondiente a la GluDH-NADP dependiente.
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Figura 1: Purificacion de ia GluDH-NADP dependiente de T. cruzi por cromatografia de afinidad
en Blue Sepharose.

(a) Perfil de elucién de la GluDH-NADP en la columna de afinidad Blue Sepharose como se describe en
Materiales y Métodos. ( ) Las proteinas 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. (1951)
luego de la adicién del NADP.

(A) Medida de la actividad enzimatica en U/min/ml.
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Figura 1: Purificacion de la GluDH-NADP dependiente de T. cruzi por cromatografia de afinidad
en Blue Sepharose.

(b) SDS-PAGE 10% de los pasos del protocolo de purificacién. 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 kiloDaltones.

Dichas trazas solo pueden visualizarse luego de la tincién con el reactivo de plata y
copurifican con la enzima en una filtracién por gel a través de una Superosa 6 en un
sistema de FPLC.
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Luego de permanecer mucho tiempo a -20°C, algunas preparaciones de la proteina
purificada presentan pequenas cantidades de proteinas de alto peso molecular que son
reveladas en ensayos de Western Blot con el anticuerpo especifico anti-GluDH-NADP
purificada, probablemente debido a la formacién de agregados moleculares de la enzima.
La proteina finalmente obtenida, en gran cantidad y altamente pura, fue utilizada para
obtener datos acerca de su secuencia de aminoécidos y para intentar su cristalizacién y
estudio estructural por difraccién de rayos X. Este ultimo trabajo se encuentra aun en
estado de experimentacién, en colaboracién con el grupo de la Dra. Linda Britton en la
Universidad de Sheffield, UK.

Obtencion de secuencias peptidicas de la

GluDH-NADP.
La GluDH-NADP purificada, SDS-PAGE 15%
reducida y piridiletilada, fue

sometida a degradaciéon 3 2 1
controlada por métodos
quimicos y enzimaticos para

el aislamiento, purificacién, 47 kDa
determinacién de la
composicién de aminoacidos SDS-PAGE 20%

y secuenciacioén de péptidos.

2 12

En primer lugar, se ensay¢ el
clivaje quimico en los resi-
duos metionina (Met) por tra-

=

_ Figura 2: Electroforesis en geles de poliacrilamida de los
tamano fueron separados a fragmentos proteicos obtenidos por digestion con BrCN.
través de un gel SDS-PAGE  Aproximadamente 4 mg de GluDH-NADP reducida, piridiletilada y

3 tratada durante 20 horas con BrCN fueron sembrados en: (a) SDS-
15% o por SDS-PAGE en el PAGE 15% revelado con Coomassie Blue. Calle 1: marcadores de
Phast System gel High peso molecular; calle 2: GluDH-NADP de T. cruzi purificada; calle 3:

. - GluDH-NADP tratada con BrCN. (b) SDS-PAGE 20% (Gel High
Density y tefidos con density) revelado con Coomassie Blue. Calle 1: marcadores de peso
Coomassie Blue. Los frag-  molecular; calle 2: GIuDH-NADP de 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 Immobilon y
tenidas con el mismo colorante. Como se observa en las figuras 2(a) y 2(b), tres bandas
nitidas fueron identificadas en el gel al 15% y cinco bandas en el gel de alta densidad, que
fueron utilizadas para secuencia. Por otro lado, se intentaron separar, sin éxito, los péptidos
de menor tamano a través de una columna de Sephadex G-25 y purificacién por HPLC en
fase reversa.

Posteriormente, se realizaron tratamientos enzimaticos de la GluDH-NADP con tripsina,
endoproteinasa Lys-C de Achromobacter sp y endoproteinasa Arg-C. Los péptidos
obtenidos en dichas hidrélisis fueron separados y purificados por HPLC en fase reversa en
columnas C18 eluidas con un gradiente de acetonitrilo en 0.1% éacido trifluoroacético,
como se describe en la seccién de Materiales y Métodos. El perfil de las columnas para los
tratamientos con Lys-C y Arg-C se detalla en la figura 3 (a y b), en la cual se indican los
péptidos seleccionados para secuenciar.

EEC

w.n

Figura 3a: Perfil de elucién de los péptidos obtenidos luego del tratamiento con la endopeptidasa
Lys-C, en HPLC en fase reversa.

Aproximadamente 100 pg de GluDH-NADP reducida y piridiletilada fueron utilizados en el tratamiento.
Luego de 24 horas el material fue aplicado a una columna C; eluida con un gradiente de acetonitrilo en
0.1% acido trifluoroacético. Cada pico obtenido fue recolectado por separado y aquellos identificados por
un asterisco (*) fueron seleccionados para secuenciacién y determinacién de la composicién de aminoécidos.




Resultados - 122

Figura 3b: Perfil de elucion de los péptidos obtenidos luego del tratamiento con la endopeptidasa
Arg-C, en HPLC en fase reversa.

Aproximadamente 100 ng de GluDH-NADP reducida y piridiletilada fueron utilizados en el tratamiento.
Luego de 24 horas el material fue aplicado a una columna C ; eluida con un gradiente de acetonitrilo en
0.1% acido trifluoroacético. Cada pico obtenido fue recolectado por separado y aquellos identificados por
un asterisco (*) fueron seleccionados para secuenciacién y determinacién de la composicion de aminoéacidos.

Los péptidos purificados, en solucién, asi como los obtenidos por fragmentacién con
BrCN, tomados directamente de la membrana de Immobilon, fueron secuenciados en un
secuenciador automatico en fase gaseosa Applied Biosystems, en el LANAIS de Proteinas
dirigido por el Dr. José A. Santomé. En cambio, los péptidos obtenidos de la digestién con
tripsina fueron secuenciados por el Dr. Ulf Hellman, en el Ludwig Institute for Cancer

Research, Uppsala Branch, Uppsala, Suecia.
Las secuencias peptidicas obtenidas fueron las siguientes:

Tripsina: FTGK
CLQLGAK
TNYV

Lys-C: RNSLTTLPMGGGK
KHGTVEEYAK
KYGTEGGK
KVAEAMK



RHLGADTD

7
h

BrCN: MRPEATGYGLVYFLDALLKKHNQELKG
MDIKNVKHGTVEEYAKGLG
MSQNAARL

Las secuencias peptidicas mencionadas, se comparan en la figura 4 con la secuencia
conocida de la GluDH-NADP dependiente de E.coli.

La informacién proveniente de dichos péptidos junto con la secuencia de los primeros 34
aminoacidos del extremo N-terminal obtenida por Cazzulo et al. (1988b) permitieron
conclufr que hasta ese momento se encontraba secuenciada aproximadamente una tercera
parte de la proteina total, con un grado de homologia del 74% con la enzima similar de E.
coli.

E.coli MDQTYSLES
[

| |

L H-VQKRDPNQTEFAQAVREVMTTLWPPLEQNPKYRQNSLL
. RN I S O O A O I A O A
T. cruzi MKYT-SVDD

P N
[ . .
PINKCVKXKRDPNOPEFVOAVHEVMITSLWEPE

E. coli ERLVEPERVIQPRVVWVDDRNQIQVNRAWRVQPSSAIGPYKGGNRPHPSVNL
T. cruzi

*
E.coli. SILKFLGFEQTFKNALTTLPMGGGKGGSDFDPKVGKSEGEVMRPFPCQALMNTEL
I O I I O I A

T. cruzi KNSLTTLPMGGGK

E. coli YRHLGADTDVPAGDIGVGGREVGPMAGMMKKLSNNTACVPFTGKGLSFGGSLI
trrirrnd RN

T. cruzi BRHLGADTD ETGK

E. coli RPEATGYGLVYFTEAMLKRHGMGFEGMRVSVSGSGNVAQYAIEKAMEFGARK
I I T T A HO B | .

T.cruzi RPEATGYGLVYPLDALLKKHNQELKG CLOLGAK

E. coli ITASDSSGTVVDESGPTKEKLARLIEIKASRDGRVADYAKEPGLVYLEGQQP
-1 - [

T. eruzi RIKNVKHGTVEEYAKGLG

E. coli WSLPVDIALPCATQOQNELDVDAAHQLIANGVEKAVAEGANMPTTIEATELFQQA

T. cruzi

E.coli GVLPAPGKAANAGGVATSGLEMAQNAARLGWKAEKVDARLHHINLDIHHACY
Frrtnd

T. cruzi SONAARL

E. coli EHGGEGEQTNYVQGANIAGFVKVADAMLAQGVI
I P .

T. cruzi KYGTEGGKINYYV KVAEAMEK

Figura 4: Secuencia de aminoéacidos de 1a GluDH-NADP dependiente de T. cruzi comparada con la
enzima similar de E. coll

Sobre la secuencia completa de la enzima de E. coli se ubican los péptidos obtenidos de la GluDH de T.
cruzi. Las zonas subrayadas corresponden a las secuencias obtenidas por secuenciacién de los péptidos
provenientes de los tratamientos con tripsina, BrCN, Lys-C y Arg-C. La secuencia del extremo N-terminal fue
determinada por Cazzulo et al. (1988b) por secuenciacién directa. Las barras verticales indican identidad
(1) y los puntos (.) sustituciones conservadas. E! asterisco (*) indica la localizacién del residuo Lys del sitio
activo.



Clonado del gen que codifica para la GluDH-NADP.

Rastreo inmunoldgico de una biblioteca de expresion genémica de
T. cruzi en el fago Agt11.

Los primeros intentos para clonar el gen que codifica para la GluDH-NADP fueron realizados
en nuestro laboratorio por el Dr. Oscar Campetella a partir de una biblioteca de expresién
genémica de 7. cruzi Miranda 76 (M76) en el vector Agt11. Los bacteri6fagos de dicha
biblioteca contienen insertos de hasta 5 kpb clonados en el sitio EcoRIl. Como T. cruzi no
tiene intrones, se pudo utilizar una biblioteca genémica de expresién, induciendo una
proteina recombinante facilmente detectable. Para la identificacién de los clones positivos
se utilizé6 un suero policlonal monoespecifico preparado contra la proteina purificada
(Campetella et al., 1990). Los ensayos permitieron el aislamiento de un tnico fago positivo
cuya proteina de expresion, inducida con el agregado de IPTG, presenté una fuerte reaccién

con el antisuero antes mencionado.

Obtencion de clones conteniendo parte del gen de la GluDH-NADP
de T. cruzi.

El tratamiento del bacteri6éfago positivo con la endonucleasa EcoRI, permitié la liberacién
e identificaciéon de un unico fragmento de 4.4 kpb que fue clonado en el mismo sitio del
plasmido pUC19.

Con el objeto de determinar si el inserto contenia el gen completo o un fragmento del
mismo, el producto de 4.4 kpb fue subclonado en fase en el sitio EcoRI del vector de
expresion pGEX-1. La induccién de este sistema permite la expresién del fragmento
carboxilo terminal de la enzima Glutation-S-transferasa (GST) de 26 kDa fusionado a la
proteina de interés, un fragmento de la GluDH-NADP en este caso.

Las proteinas obtenidas en bacterias HB101 transformadas con el plasmido, inducidas o
no inducidas con IPTG, fueron enfrentadas en ensayos de Western Blot con el antisuero
anti-GluDH-NADP.

En la figura 5(a) se analizan por SDS-PAGE 10% las fracciones obtenidas. Pueden
observarse varias bandas proteicas nuevas en la calle correspondiente a la fraccién del
precipitado de células inducidas con IPTG. El analisis de la misma fraccién en ensayos de
Western blot (figura 5(b)) muestra una proteina de fusién mayoritaria con un peso molecular
aparente de entre 3540 kDa que reacciona fuertemente con el antisuero anti-GluDH-
NADP, acompaiiada por bandas de menor peso molecular que podrian ser productos de
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degradacién de aquella ya que también son reconocidas por el anticuerpo. De esta manera,
podemos deducir que el inserto de 4.4 kpb contiene informacién del 20-25% de la proteina
o sea aproximadamente 100 aminoé&cidos de la GluDH-NADP.

< 35-40 kDa

. T

Figura 5: Induccién de la proteina recombinante GST-GluDH-NADP.

(a) SDS-PAGE 10% de la proteina de fusion Glutation-S-transferasa-GluDH. El fragmento de la GluDH-NADP
contenido en el clon positivo corresponde aproximadamente a 100 aminoacidos de dicha proteina. 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 tenido 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 kiloDaltones.

Una vez confirmada la presencia de una parte del gen de la GluDH-NADP dentro del
inserto, se construyé un mapa de restriccién utilizando las endonucleasas EcoRlI, Bglll,
BamHI e Hindlll para determinar su orientacién en el plasmido y luego se procedié a su
secuenciacion por el método de los dideoxinucleétidos usando el oligonucleétido iniciador
reverse (Rev) del plasmido y posteriormente otro iniciador carboxilo (COO-) construido a
partir de la secuencia obtenida. En la figura 6 se detallan esquematicamente, la orientacién
y el tamarno del fragmento clonado, como asi también los sitios de corte para las enzimas

de restricciéon utilizadas.
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Iniciador Rev de pUC19: 5' GCGGATAACAATTTCACACAGGA 3'
Tm: 60°C

Iniciador Carboxilo: 5' TCTAAGCTGGACAGCCGAGG 3'
Tm: 64°C

BamHlI
Xbal
Hindlll

pUC19 (2.6 kpb) + inserto (4.4 kpb)

7 kpb
EcoRI Balll EcoRl BamHI Xbal Hindlll
Plasmido 270 pb 4.1 kpb Plasmido
C-terminal GluDH Resto del Sitio de clonado multiple

inserto

Figura 6: Esquema del plasmido pUC19-GluDH-NADP.
El tratamiento del clon recombinante con las enzimas de restriccion EcoRI, Bglll, BamHI e Hindlll permitioé
determinar la orientacién del inserto y ubicar los sitios de corte para dichas enzimas de restriccion.

Los resultados obtenidos de la secuencia nucleotidica nos permitieron concluir que en
realidad el inserto de 4.4 kpb contiene sélo 270 pb del gen de interés, (correspondientes
a 90 aminoécidos) e identificadas como parte de su extremo C-terminal, al realizar la
comparacién con las GluDH-NADP conocidas del banco de datos. En el extremo 5' del
inserto, correspondiente a la enzima, se encuentra el sitio de restriccién EcoRI (tiene por
lo menos un sitio de corte dentro del gen) y 270 pb rio abajo se localiza el codén de
terminacién, en el que se ubica un sitio Bglll. La secuencia nucleotidica adicional en el
extremo 3' corresponde a la zona intergénica.



La comparacion de la secuencia de aminoéacidos deducida de la secuencia nucleotidica
completa de dicho fragmento mostré6 muy alta homologia (superior al 70%) con la zona

correspondiente a la misma enzima de E. coli (figura 7).

E. coli MDQTYSLESPLNH-VQKRDPNQTEPAQAVREVMTTLWPFLEQNPKYRQHNSLL
E. coli ERLVEPERVIQFRVVWVDDRNQIQVNRAWRVQPSSAIGPYKGGMRPHPSVNL
E. coli. SILKPFPLGPFPEQTFKNALTTLPMGGGKGGSDFDPKVGKSEGEVMRPCQALMTEL
E. coli YRHLGADTDVPAGDIGVGGREVGFMAGMMKKLSNNTACVFTGKGLSFGGSLI
E. coli RPEATGYGLVYFTEAMLKRHGMGFEGMRVSVSGSGNVAQYAIEKANEPFPGARK
E. coli ITASDSSGTVVDESGPTKEKLARLIEIKASRDGRVADYAKEFGLVYLEGQQP

E. coli WSLPVDIALPCATQNELDVDAAHQLIANGVKAVAEGANMPTTIEATELPFPQQA

T. cruzi EFINA
E. coli GVLFAPGKAANAGGVATSGLEMAQNAARLGWKAEKVDARLHHIMLDIMHEACY
1 T Y T T Y I SR Y A | [N | o
T. cuzi GVLFAPGKAANARGVAISGLEMSQNAAXLSWTAEEVEQKLREIMNSIHDACYVY
E. coli EHGGEGEQTNYVQGANIAGPFVKVADAMLAQGVI
| | [ T T T T Y I O R I 1
T. cruzi KYGTVGGKTNYVNGANIAGPVKVAEANKGLGVYV

Figura 7: Comparacion de la secuencia del extremo C-terminal de la GluDH-NADP de T. cruzl y E.
coll. Sobre la secuencia proteica completa de la enzima de E. coli se ubica la zona correspondiente al
extremo C-terminal de la GluDH-NADP de 7. cruzi. Las barras verticales indican identidad (1) y los puntos
() sustituciones conservadas.

Obtencion del fragmento C-terminal de la enzima.

Estrategia para la construccion de una sonda.

Utilizando el fragmento de 270 pb correspondiente al extremo C-terminal del gen, se
construyé una sonda para intentar, en un nuevo rastreo, la obtencién de un clon conteniendo

el gen completo.

La digestion combinada con las enzimas Bglll y BamH]I del plasmido pUC19-GluDH de 7
kpb permiti6 eliminar gran parte del inserto y del sitio de clonado multiple (polylinker),
dejando solamente el fragmento C-terminal de la GluDH unido al resto del plasmido (figura
8). Las enzimas mencionadas fueron elegidas por diferentes razones: Bglll presenta solo
un sitio de restriccién a la derecha del codén de terminacién del gen y no tiene sitio de
corte en el plasmido. En cambio, BamHI digiere en el sitio de clonado multiple 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 algun sitio desconocido dentro del inserto
mas alla de Bglll).

Con el plasmido religado resultante se transformaron bacterias E. coli competentes. Se
identificaron las portadoras del plasmido de interés mediante una reaccién de PCR sobre
cada colonia (“colony PCR") utilizando los oligonucleétidos Rev (reverse) y Fwd (forward)
del plasmido.

Para esta amplificacién se realiz6 un ciclo de desnaturalizacion 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

Cuando el producto de la reaccién fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa
1.5%, se obtuvo un tnico fragmento de aproximadamente 600 pb. Sobre el mismo material
se realiz6 una segunda reaccién de PCR en 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 digestién combinada con las enzimas
de restriccion EcoRl y Xbal para eliminar los extremos correspondientes a las secuencias
de los iniciadores y a restos del sitio de clonado muiltiple. El material digerido se corrié en
un gel de agarosa de bajo punto de fusién, del cual se eluyé6 el fragmento de 270 pb para

usarlo como sustrato en la preparacién de la sonda por el método de “random priming”.

Iniciador Rev de pUC19: 5' AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3'
Tm: 60°C

Iniciador Fwd de pUC19: 5'CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3'
Tm: 68°C
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Figura 8: Esquema de la estrategla empleada para la construccién de la sonda.



Rastreo de una biblioteca de expresion genémica de T. cruzi en el
fago Agt11 usando una sonda marcada radioactivamente.

Con el objeto de clonar el gen completo y sabiendo que el tamarno del genoma diploide
del parasito es de 2x108 pb, se rastrearon aproximadamente 1.2x102 bacteriéfagos de la
misma biblioteca de T. cruzi M76 en Agtl1, usando la sonda antes mencionada.

Como resultado del rastreo primario se obtuvieron 13 fagos positivos con diferente tipo e
intensidad de senal. Solo 5 de ellos fueron confirmados y seguidos en los sucesivos rastreos:
A2(1), A2(2), A2(3), A6(1), A11(1).

Para estimar el tamarno total del inserto contenido en cada uno de ellos, se realiz6 una
reaccién de PCR con los oligonucleétidos iniciadores Rev y Fwd del fago A, utilizando
como sustrato de la reaccién el bacteriéfago completo. Ademas, en forma paralela, se
realiz6 otra reaccién de PCR combinando los iniciadores de A con un oligo TGA, disefado
en base a la secuencia de ADN del extremo C-terminal cuya ubicacién se observa en la
figura 12 (reconoce parte de la secuencia intergénica, inmediatamente después del codén
de terminacion del gen). Este ultimo ensayo se realiz6 para confirmar si los fagos contenian
por lo menos la zona C-terminal del gen.

Iniciador TGA: 5" TTTCAATGCTTCCCAACAGAGAT 3
Tm: 60°C

Iniciador Rev de A: 5' CAGACCAACTGGTAATGGTAGCG 3'
Tm: 65°C

Iniciador Fwd de A: 5' ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG 3'
Tm: 68°C

Para ambas amplificaciones se realizé un ciclo de desnaturalizacién 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

Solo se obtuvo un producto de amplificacién de un tamano entre 1500 y 2000 pb al
utilizar el fago A11(1) como sustrato, combinando los iniciadores Rev de A con el oligo
TGA (figura 9(b)), sugiriendo la posible presencia de una copia del gen cuyo tamarfio
rondaria los 1400 pb.
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La causa probable de la ausencia de productos de amplificacién en las restantes reacciones
podria ser que los fagos contuvieran insertos demasiado grandes, de dificil amplificacién
por parte de la enzima Taq polimerasa o simplemente que carecieran de ellos.

Fago A11(1
A go 111(1)
EcoRlI Bglll EcoRlI
Brazo izquierdo Brazo derecho
fago gen Tc GluDH fago A
_> <_
oligo rev de A oligo TGA
PCR

Producto amplificado

: de 1.5-2 kpb
gen Tc GluDH
(aproximadamente 1400 pb)
Figura 9: Reaccion de PCR sobre
los fagos positivos usando los
iniciadores rev y fwd (del fago 1) &ng B
combinados con el oligo TGA. N
(A) Esquema de la reaccién de PCR \e}\ ,}G‘
sobre el fago A11(1). '\*0"’01 23456789 101112

(B) Gel de agarosa 1% de cada
reacciéon de PCR sobre los fagos
positivos. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 30A
de los cuales solo 5A fueron
sembrados en un gel de agarosa 1%
tenido con BrEt. En las calles pares
se sembraron las reacciones que
combinan los iniciadores fwd-TGA y
en las impares los iniciadores rev-TGA.
Fago A2(3) calles 1 y 2; fago A2(1)
calles 3 y 4; fago A6(1) calles 5y 6;
fago A2(2) calles 7 y 8; fago A11(1)
calles 9 y 10. Todos los controles
realizados dieron los resultados
negativos esperados. AHindlll y la
escalera de 100 pb son utilizados
como marcadores de peso molecular.

2072 pb )
1500 pb <

131415161718192021 2223
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Para determinar de manera concreta la presencia del gen (en forma parcial o total) en los
fagos positivos, se prepar6 ADN de cada uno de ellos y se lo someti6 al tratamiento con
endonucleasas de restriccion y posterior anélisis por Southern blot usando como sonda el
fragmento C-terminal. Los resultados obtenidos se detallan en las figuras 10y 11.

El tratamiento de los fagos A2(2), A2(3) y A6(1) con EcoRI, permite revelar solo una
banda de aproximadamente 500 pb, mientras que en el caso del fago A2(1) la banda
observada es superior a los 2 kpb (figura 10). El fago A11(1) revela una banda de
aproximadamente 1700 pb (entre el marcador de 1353 y el de 2000 pb) cuyo tamario es
similar al obtenido por PCR (figuras 9y 10).

N
NS P S
NN 4

WP

2300 pb

Figura 10: Southern blot del tratamiento de los fagos
1700 pb

positivos con EcoRI.

ADN total de los fagos A2(1), A2(2), A2(3), A6(1) y A11(1) fue
digerido con la enzima EcoRI en un volumen final de 30ul. La
digestion completa fue sembrada en un gel de agarosa 1%. Luego
de la transferencia se realiz6 un ensayo de Southern blot utilizando
como sonda el fragmento C-terminal del gen.

500 pb

El inconveniente que se presenta al tratar el ADN de los fagos con la enzima EcoRI (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 podria ser identificada por la sonda, mientras que la/s otra/s que llevan
el resto del gen no podrian detectarse. En el caso de los fagos A2(1) y A11(1) no se puede

asegurar la presencia de un sitio EcoRI interno.
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El analisis de restriccion se completé con el tratamiento con las enzimas Sacl y Kpnl que
permiten la liberacién del inserto junto con 2 kpb correspondientes a los brazos del fago
A. Un ensayo de Southern blot nos permitié concluir que los fagos A2(1) y A2(2) serian
diferentes entre siy que los fagos A2(3) y A6(1) podrian ser iguales. Todos contendrian el
gen de la GluDH-NADP (figura 11).

Elfago A11(1) parece ser también 2
diferente al resto segun los & @“@Q A2(1) 22(2) A2(3) A8(1)
resultados observados en la figura

10.

Figura 11: Southern blot del
tratamiento de los fagos positivos

con Sacl, Kpnl. 6,55 kpb

(a) Gel de agarosa 1%. ADN total de los 4,36 kpb

fagos A2(1), A2(2), A2(3) y A6(1) fue
digerido con las enzimas Sacl y Kpnl en
un volumen final de 30pul. La digestién
completa fue sembrada en un gel de
agarosa 1% tenido con BrEt. AHindlll y la
escalera de 100 pb son utilizados como
marcadores de peso molecular.

2,0 kpb

22(1)  22(2) A23)  A8(1)

12 3 45 6 78 9 10 1112

(b) Ensayo de Southern blot. Luego de la

transferencia se realiz6 un ensayo de

Southern blot utilizando como sonda el

fragmento C-terminal del gen. Fago A2(1)-

calle 1: Sacl-Kpnl; calle 2: Sacl; calle 3: o

Kpnl. Fago A2(2)-calle 4: Sacl-Kpnl; calle . - - & @ .*.

5: Sacl; calle 6: Kpnl. Fago A2(3)-calle 7: , - 6,55 kpb
Sacl-Kpnl; calle 8: Sacl; calle 9: Kpnl. - .

Fago A6(1)-calle 10: Sacl-Kpnl; calle 11: " b - - 4,95 kpb
Sacl; calle 12: Kpnl.



Finalmente, se intenté la amplificacién del gen completo a partir de los 5 fagos
seleccionados combinando los iniciadores TGA (para reconocer el extremo C-terminal)
con un oligonucleétido degenerado (para reconocer la zona N-terminal) disefiado en base
a la secuencia de aminoécidos obtenida a partir de la proteina purificada (Cazzulo et al.,
1988b). Las reacciones se realizaron con el fago completo y con su ADN purificado. Se
procedi6é de la misma forma pero utilizando ademéas ADN genémico total de la cepa Tul2

de T. cruzi como sustrato.

Nter-1: 5' TATCATATGAARTAYACIAGYGTIGAYGAYTTYATHAA 3'
Tm: 50°C (Secuencia peptidica) MKYTSVDDFIN

Nter-3: 5' AARTGYGTIAARAARCGIGAYCCIAAYCA 3'
Tm: 52°C (Secuencia peptidica) KCVKKRDPNQ

R:A, G
Y:C, T
I: inosina
HTCA

Iniciador TGA: 5' TTTCAATGCTTCCCAACAGAGAT 3'
Tm: 60°C

En la figura 12 se muestra la ubicacién de los iniciadores utilizados en la reaccién. En la
zona N-terminal, Nter-1 se une rio abajo del codén de iniciacién, incluyéndolo, mientras
que el Nter-3 lo hace 34 pb rio abajo del Nter-1. El iniciador TGA se localiza inmediatamente
después del codén de terminacién del gen.



Terainacién ia intergénica
Tc GluDH; GGGTCTTGGCGTAGTTIGAGATCTCTGTTGGGAAGCATTGAAAAAAGA
0ligo-TGA < 3 TAGAGACAACCCTTCGTAACTTTS

Figura 12: Ubicacion de los iniciadores Nter-1, Nter-3 y TGA.

Para esta amplificacién se realiz6 un ciclo de desnaturalizacion 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

El producto de amplificacién de la reaccién de PCR di6 en todos los casos una banda
Unica cuyo tamano coincide con el marcador de $X174 Haelll de 1353 pb (figura 13(a) y
(b)). Las bandas presentan mayor intensidad al usar como sustrato el ADN purificado de
cada fago en comparacién con los resultados obtenidos al utilizar el fago completo.
Como los oligonucleétidos iniciadores Nter-1 y Nter-3 son diferentes en secuencia y
ubicacién, es légico pensar que el fago A2(2) en el que solo se detecta un producto de
amplificacién al utilizar el iniciador Nter-3, podria contener un gen incompleto (figura
13(a), calles 13 y 14).

Los fragmentos amplificados provenientes de la reaccién con ADN genémico y de los
fagos A6(1) y A2(3), usando los iniciadores Nter-1 y TGA, fueron purificados y ligados en
el pT7 Blue Vector.
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Figura 13: Reacciones de PCR combinando los oligonucleétidos Nter-1 o Nter-3 con TGA.

(a) Gel de agarosa 1% tenido con BrEt de la reacciéon de PCR realizada sobre los fagos positivos. En las
calles impares se sembraron las reacciones realizadas con los iniciadores Nter-1, TGA y en las pares los
iniciadores Nter-3, TGA. Calle 1 y 2: fago A11(1) completo; calle 3 y 4: fago A6(1) completo; calle 5 y 6:
ADN del fago A6(1); calle 7 y 8: fago A2(3) completo; calle 9 y 10: ADN del fago A2(3); calle 11 y 12: fago
A2(2) completo; calle 13 y 14: ADN del fago A2(2); calle 15y 16: fago A2(1) completo; calle 17 y 18: ADN
del fago A2(1).

(b) Gel de agarosa 1% tefido con BrEt de la reaccién de PCR realizada utilizando 500 ng de ADN genémico
de la cepa Tul2. Calle 1: Nter-1, TGA; calle 2: Nter-3, TGA.

AHindlll y $X174Haelll son 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 anélisis de restriccion
con las enzimas Ndel-BamHI (el sitio de clonado EcoRV del pT7 Blue Vector se pierde).

Solo 5 colonias contenian el inserto del tamaro esperado y se llamaron: 9(4B), 9(7B) a
partir de la reaccién de PCR sobre el fago A2(3); 5(1S) a partir del fago A6(1) y 23(2B),
23(4B) y 24(3S) a partir de la reaccién de PCR sobre ADN genémico. Usando los iniciadores
Rev y Fwd del plasmido se comenzé la secuenciacién del gen. Los 5 clones fueron
secuenciados simultdneamente, algunos en forma parcial y otros en forma completa,

resultando muy similares entre si.
Otros oligonucleétidos utilizados para completar la secuenciacion del gen.

Int;: 5' ATGGAYATHAARAAYGTIAARCA 3'
(Secuencia peptidica) MDIKNVKH

Intz: 5' TGYTTIACRTTYTTDATRTCCAT 3'
(Secuencia peptidica) MDIKNVKH

GDHj Sec: 5' ATGGGCGGTGGCGGCAAG 3'
(Secuencia peptidica) MGGGKG

GDH> Sec: 5' TCAGACTCCAGCGGG 3'
(Secuencia peptidica) SDSSG

C+ter: 5' CGTTGGCAGCCTTTC 3'

Nter4: 5' TTTGAGCAGGCGGTTCA 3'

R:A G
Y:C, T
I: inosina
HTC A
D:T,G A



De esta forma se obtuvo la secuencia llamada TcGluDH| que corresponde al clon 5(1S)
proveniente de la cepa Miranda 76 y la secuencia TcGluDH? correspondiente al clon
23(4B) de la cepa Tulahuén 2 (GenBank Accession Numbers AF009364 y AF009365
respectivamente). Ambos genes, clonados y secuenciados completamente, contienen cada
uno 1341 nucleétidos (447 codones incluyendo el codén de terminacién TGA), codificando
para una proteina de 446 aminoéacidos. En la figura 14(a) se observan las secuencias
nucleotidicas de ambos genes como también la secuencia de aminoéacidos deducida de
ellos. Las secuencias proteicas de TcGluDH; y TcGluDH? presentan una identidad del
96% (figura 14(b)).

En la region GGGKGG 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 GluDHs descriptas en la bibliografia.

Figura 14: Secuencia de los genes TcGluDH1 y TcGluDH2 (dos paglinas sigulentes).
(a) Secuencia nucleotidica de los genes TcGluDH 1 y TcGluDHZ2 acompaiada de la secuencia de aminoacidos
deducida de ellos.



T.

181

361

421

541

601

661

721

781

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

cruzl GluDH;:

ATG AAG TAC ACG

CAA

Q
ARG
K
GTT
v
CGT
R
GTG
v

K

P

08 2% =3 r3

Y

CAG

c3 2% w8 wl 0§ <§ =% o

T

CAG

AGC

GAG

TAC

<

AGC

1 a 1341.

GTG

ATT

-

cce

GCA

ATC

GCC

ATC

28 o8 =% c2 »§ =% 0f =3 o8 o8 «8 vf 3 wf

CCA

<% 3 <3 =%

TAC

ACA

ACC

08 mg =3 =

2]

AG

AAG

TGG

GAG

GTG

CGG

< m® <3 <8 o8 <3 =3 =} =% =

GAG

m

GTC

CGC

ccT

Cccc

ARC

TTC

AAC

CAC

x

ng »8 m® 2% »8 =E E <3 0B =3 08 <% 3 =% d =8 =8 mwf =3 of

TAC

GTG

ARG

GAG

ATT

AAG

ATG

GTC

GTG

ACA

GCG

GTG

GAG

A

ATG
M>



1

T. cruzl GluDHz: 1 a 1341.
ATG AAA TAC ACG AGC GTG GAT GAT TTC ATC AAC AAA TGC GTG AAG AAG CGC GAC
M K Y T s v D D F I N K C v K K R
61 CAA CCC GAA TTT GTG CAG GCG GTT CAT GAA GTA ATG ACC TCG CTT TGG CCT
@ P E F V Q@ A V H E V M T S L W P
121 AAG CAT CCA GAG TAC TGC CAG GAT TCT CTT CTG GAG CGA CTG GTG GAG CCC
K H P E Y € @ P § L L E R L V E P
181 GTT CAG TTC CGC GTG TCA TGG GTG GAT GAC AAG GGT GAA GTG CAG GTG AAC
v Q F R v S w v D D K G E v Q v N
241 CGT GTT CAT TTC AAC TCC AGC ATT GGC CCA TAC AAG GGC GGC ATG CGG TTC
R v H | 4 N S S I G P Y K G G M R F
301 GTG AAC CTG TCT ATT CTC AAG TTT CTT GGC TTT GAG CAG ACA TTC AAG AAC
vV N L § I L K P L G P BE @ T F X N
361 ACA CTT CCA ATG GGC GGC GGC AAA GGT GGG TCA GAC TTT GAC CCA AAA GGG
T L P M G G G K 6 G S D F D P K G
421 CGT GAA GTG ATG CGT TTT TGT CAG GCT CTG GTG ACG GAG CTG
R E V M R P € @ A L V T E L Y R H
481 GAT ACG GAT GTT CCA GCT GGT GAC ATC GGC GTT GGC GGT CGC GAG GTT GGC
D T D \" P A G D I G v G G R E v G
541 GGC ATG ACT CAG AAR CTG ACA AAC AAC AAG GCC TGC AGA TTT ACA GGC AAG
G M T Q@ K L T N N K A C R F T G K
601 TTT CAA GGG AGT CAG ATG CGC CCC GAG GCT ACG GGC TAC GGT GTT GTC TAC
F @ G S Q@ M R P E A T G Y G6 V V ¥
661 GCC TTG CTG ARG ARG CAT AAC CAG GAA CTG AAG GGG ATG ACA GTT GTT GTG
A L L XK X H N Q@ E L K G M T V VvV vV
721 GGC AAC GTT GCG CAA TAC CCT GTT GAG AAA TGC CTC CAA CTG GGC GCG AAG
G N v A Q Y P v E K (o] L Q L G A K
781 GTC TCA GAC TCA CGG GGT TGT GTG CAT GAC GTT GAG GGC TTC ACC CCT GAA
Vv s p S R 6 ¢ VvV H D V E G F T P E
841 GTC TTG ATG GAC ATC AAG AAC GTG ARG CAC GGC ACT GTG GAG GAA TAC ACA
V L M D I K N V K H G T V E E Y T
901 GGG CTT CAG TAC CTA CGC GGG GAR ACC CCA TGG CAC ATC AAG GCG GAT ATT
G L @ Y L R G E T P W H I K A D I
961 TGC GCG ACG CAG AAC GAA CTG GAG CTT GAA GAT GCG AAG GCA CTG ATA AAG
o4 A T Q N E L E L E D A K A L I K
1021 ACG GTT GTT GCT GAG GGT GCA ARC ATG CCG ACA ACG ACG GAT GCG ACC ATG
T v v A E G A N M P T T T D A T M
1081 AAT GCC GGT GTC TTA TTT GCC CCC GGA ARG GCT GCC AAC GCC AGG GGG GTC
N A G v L F A P G K A A N A R G v
1141 GGT TTG GAG ATG TCG CAG AAC GCA GCG CTA AGC TGG ACA GCC GAG GAG GTG
6 L E M S Q@ N A A L S W T A E E V
1201 CTC CGC GAG ATC ATG ARC TCC ATC CAC GAC GCG TGC GTG AAA TAT GGC ACA
L R E I M N S I H D A C v K Y G T
1261 AAG ACG AAT TAC GTG AAT GGG GCC AAC ATT GCC GGC TTT GTC AAG GTC GCG
K T N Y vV N 6 A N I A G F V K V A
1321 AAG GGT CTT GGC GTA GTT TGA
K G L G v v >

AAT

CTG GAA
L B>

CGT GTC
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A w>

CCC TCA
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K

AGC GAC
s D>

TAC CGC CAC ATC GGT CCC

P>

I G
TAC ATG GCA
Y M A>
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A L P>
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N G v>
GAA TTC ATC
E F I>
GCC ATC TCT
A I S>
GAG CAA AAA
E Q K>
GTG GGT GGC
\' G G>
GAG GCC ATG
E A M>
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VSDS8GTVVDESGFTKEKLKVLMDIKNVKHGTVEEYAKGLGLQYLRGETPWH
[ O R | T T T T T T T T T T I I I B A
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TYGGKTNYVNGANIAGFVKVAEAMKGLGVYV

Figura 14: Secuencla de los genes TcGluDH1 y TcGluDH2.

(b) Comparacion de las secuencias proteicas correspondientes a los genes TcGluDH1 y TcGluDH2. Las
zonas subrayadas corresponden a los péptidos aislados luego de la digestion con tripsina, Arg-C, Lys-C y
BrCN. La zona N-terminal fue determinada previamante por secuenciacién directa (Cazzulo et al., 1988b).
Se resaltan los residuos diferentes de ambas secuencias. Las barras verticales indican identidad (l) y el

asterisco (*) indica la localizacion del sitio activo en el residuo Lys 128.

Con la secuencia de aminoacidos de la proteina completa correspondiente a TcGluDH y
TcGluDH? se realizaron comparaciones con otras GluDH-NADP del banco de datos. Los
resultados indicaron una mayor relacién 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 comparacion entre dichas secuencias se observa en la figura 15(a),

acompanada de una tabla que indica el grado de homologia entre ellas.

Por otro lado con dicha informacién mas otras secuencias de GluDHs-NADP del banco de
datos, se construy6 un arbol filogenético que permite arribar a la misma conclusién (figura

15(b)).



Figura 15: Comparacién de la GluDH-NADP de T. cruzi con las GluDHs del banco de datos.

(a) Comparacién de la secuencia de aminoacidos entre TcGluDH ,, TcGluDH, y las GluDHs de E. coli (Valle
et al., 1983), S. thyphimurium (Bansal et al., 1989), H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), G. intestinalis
(Yee and Dennis, 1992), C. sorokiniana (Cock et al., 1991), N. crassa (Kinnard and Fincham 1983) y S.
cerevisiae (Nagasu and Hall, 1985). Para dicha comparacion se utilizo el programa de alineamiento Multiple
de Secuencia, Megalign, de Lasergene (DNA STAR, Inc, Madison, WI, USA) que emplea el algoritmo de
Jotun Hein (Hein, 1990). Los residuos marcados indican identidad con respecto a la secuencia TcGluDH,.
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Figura 15: Comparacién de la GluDH-NADP de T. cruzi con las GluDHs del banco de datos.
(a) Tabla indicando el grado de homologia entre las secuencias de las enzimas mencionadas.
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Figura 15: Comparacién de la GluDH-NADP de T. cruzi con las GluDHs del banco de datos.
(b) Arbol filogenético de todas las GluDH-NADP dependientes conocidas del banco de datos. La secuencia
de TcGluDH, fue comparada con la de TcGluDH, 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 (Yee and
Dennis, 1992), C. sorokiniana (Cock et al., 1991), Corynebacterium glutamicum (Bérmann et al., 1992),
Debaryomyces occidentalis (De Zoysa et al., 1991), S. cerevisiae (Nagasu and Hall, 1985), Emericella
nidulans (Hawkins et al., 1989), N. crassa (Kinnard and Fincham, 1983), Agaricus bisporus (Schaap et
al., 1996), Laccaria bicolor (Swiss-Prot Accession Number P54388), H. salinarum (Benachenhou and
Baldacci, 1991), Synechocystis sp (Chéavez et al., 1995) y S. shibatae (Benachenhou-Lahfa et al., 1994).
Para dicha comparacion se utilizé el programa de alineamiento Multiple de Secuencia, Megalign, de Lasergene
(DNA STAR, Inc, Madison, WI, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).



El analisis de la preferencia en el uso de codones de la GluDH-NADP de T. cruzi (figura 16
(a y b)) mostr6 que para el aminoacido leucina (L) rara vez se utiliza el codén UUA, lo
mismo que para la valina (V) el codén GUA, al igual que en E. coli. Sin embargo el codén
preferido para (V) en T. cruzi es GUG y en E. coli es GUU. Ademas se detectaron diferencias
entre ambos organismos en las preferencias para los aminoacidos prolina (P), CCCen 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 codén GCA lo mismo que para Tirosina
(Y) el codén UAU. Para asparagina (N), lisina (K) y arginina (R) se prefiere AAC, AAG y
CGC respectivamente en la GluDH-NADP de T. cruzi. Para la glicina (G) el codén 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 1 TCA SER S 5 TAA OCH 2Z 1 TGA OPA 2 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): Preferencla en el uso de codones de la GluDH-NADP de E. collL



T.cruzi GluDH2
447 CODONES
MW:48776 DALTON

TTT PHE F 11 TCT SER S 4 TAT TYR Y 1 TGT CYS C 2
TTC PHE F 7 TCC SER S 3 TAC TYR ¥ 11 TGC CYS C 6
TTA LEU L 1 TCA SER S 5 TAA OCH 2 - TGA OPA 2 1
TTG LEU L 6 TCG SER S 4 TAG AMB 2 - 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 1
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 11 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): Preferencia en el uso de codones de la GluDH-NADP de T. cruzl

El gen completo TcGluDH 1 fue utilizado como sonda para determinar el nimero de genes
y para detectar su ubicacién cromosomal en distintas cepas y clones del parésito. Por
otro lado, se estudié la expresion del ARNm correspondiente y se buscaron genes

homélogos en otros Trypanosomatidos.

Estudios estructurales del gen.

Southern blot sobre ADN genémico.

El ADN genémico de las cepas Tul2 y RA y del clon CA-1/72 de Trypanosoma cruzi, y
el ADN de C. fasciculata, L. mexicana y T. rangeli fue digerido con las siguientes
endonucleasas de restriccién: EcoRlI, 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, segun el caso, con una sonda
correspondiente al extremo C-terminal (figura 17 (a)) o con una sonda conteniendo el
gen completo TcGluDH(figura 17 (b)).



El patrén de bandas resultante de las digestiones del ADN gendmico de la cepa Tul2,
revelado con cualquiera de las dos sondas, sugiere la presencia de mas 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 contendria por lo menos una copia del gen
completo més un adicional de 1000 pb.

La cepa RA presenta un patrén de restriccién 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-1/72 revelé solo bandas unicas en
todos los tratamientos. Sin embargo la banda obtenida por digestién con Bglll coincide

con el tamario de 2500 pb presente en las cepas Tul2 y RA.

Las sefales mas 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 senales, el patron de bandas observado en T.
rangeli resulté ser muy diferente al de Tul2.

En cambio, en los Southern blots de C. fasciculata y L. mexicana no se observaron
senales, 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-NADP en los primeros
organismos mencionados y genes diferentes, posiblemente poco homélogos en C.
fasciculata y L. mexicana (figura 17 (b)).
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Figura 17: Ensayo de Southern blot sobre ADN genéomico de distintos parasitos, cepas y clones.
(a) Entre 5y 10 nug de ADN total de las cepas Tul2, RA y del clon CA-1/72 fueron digeridos con las siguientes
enzimas de restriccién: calle 1: EcoRI; calle 2: Hindlll; calle 3: Pstl; calle 4: Bglll; calle 5: Sspl; calle 6: Dral.
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 ADN genoémico de distintos parasitos, cepas y clones.
(b) Entre 5y 10 pg de ADN total de las cepas Tul2 de T. cruzi, T. rangeli LDG stock, C. fasciculata y L.
mexicana fueron digeridos con las siguientes enzimas de restriccion: calle 1: EcoRlI; calle 2: Hindlll; calle 3:
Bglll; calle 4: Sspl; calle 5: Pstl. Los fragmentos obtenidos fueron enfrentados, en ensayos de Southern blot,
con una sonda correspondiente al gen completo TcGluDH,.
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Deteccion de polimorfismos con enzimas de restriccion.

Con el objeto de determinar posibles polimorfismos en el gen de estudio, se realizé6 un
mapa de restriccion del producto de 1350 pb correspondiente al gen completo, obtenido
de la reaccién de PCR de los fagos positivos y de ADN genémico. Conociendo la secuencia
nucleotidica del gen se eligieron las enzimas de restriccion EcoRI, Bglll, BamHI, Hindlll y
Kpnl. Las enzimas BamHI, Hindlll y Kpnl no presentan sitios de corte dentro del gen,
mientras que EcoRI corta cerca del extremo C-terminal y Bglll después del codén de
terminacion.

Como puede observarse en la figura 18, el patrén de restriccién generado sobre el material
proveniente del ADN genémico evidencia un polimorfismo en el sitio EcoRI a diferencia
del obtenido sobre los distintos fagos positivos. Esta enzima permitié 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 Panel A &
en el sitio EcoRI. ®
El ADN proveniente de las
reacciones de PCR fue
digerido por varias horas
con endonucleasas de
restriccién. Panel A:

digestiones del ADN de la 1353 pb

reacciéon de PCR sobre }?ggpg

ADN genémico. La P 872 pb
digestién completa fue 600 pb

sembrada en un gel de

agarosa 1,5% tenido con 300 pb 281 pb

BrEt. Calle 1: ADN sin
digerir; calle 2: EcoRI; calle
3: Hindlll; calle 4: Bglll; calle
5: BamH]; calle 6: Kpnl. La
escalera de 100 pb fue
utilizada como marcador
de peso molecular.

Panel B: Digestion con
EcoRI del producto de PCR
realizado sobre los fagos positivos. Calle 1: PCR fago A11(1); calle 2: PCR fago A6(1); calle 3: PCR fago
A2(3); calle 4: PCR fago A2(2); calle 5: PCR fago A2(1); calle 6: PCR genémico. (X174Haelll fue utilizado
como marcador de peso molecular.




Estos resultados acerca de la presencia de mas de un gen que codifica para la GluDH-
NADP en el ADN genémico, son coherentes con los obtenidos en los experimentos de
Southern blot.

Para corroborar los datos mencionados se trataron los mismos productos de PCR con la
enzima Apol cuyo sitio de restriccién contiene al sitio EcoRI, obteniéndose un patrén de
restriccion semejante al de la enzima EcoRlI.

Si la digestion del producto de PCR hubiera sido insuficiente, los fragmentos obtenidos
deberfan mostrar diferente intensidad.

EcoRI 5' GAATTC 3"
3' ¢ T TA AfG 5'
Apol 5'" Pu AATTPL 3
3' PL T T A A,Pu 5'

Pu: purina (A, G)
Pi: pirimidina (C, T)

Polimorfismos detectados por secuenciacion en el extremo
N-terminal.

Se determiné la secuencia del extremo 5' de diferentes clones, ya sea provenientes de
reacciones de PCR sobre ADN genémico como de ADN de los fagos positivos.

El resultado de la comparacion de tres clones genémicos de la cepa M76 y 3 clones de la
cepa Tul2, uno de ADN genémico y dos de ADNc mostré que todos presentaban cambios
conservativos de nucleétidos.

Como se detalla en la figura 19, se encontraron varias diferencias en una zona de
aproximadamente 40 nucleétidos del extremo 5' del gen. Todas estas diferencias
corresponden a cambios en una sola base, siempre ubicadas en la tercera posicién de
cada codén sin que los mismos se traduzcan en cambios de la secuencia aminoacidica.



Solo en el caso del aminoéacido serina (S) se produce un cambio completo del codén (las
tres bases), que también resulta silencioso, ya que en el cédigo 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-NADP en ambas cepas de parasitos, 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 2x104 nucleétidos/ciclo (1/5000), se
puede pensar que podria 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.

1 ATGAAGTACACGAGCGTGGATGACTTTATCAACAAGTGCG N-ter 7. cruzi GIuDNK 1
1 ATGAAGTABACGAGBGTGGACG TTTTAT AACAAGTGCG N-ter fago 1

1l ATGAAATACACGAGCGTGGA GAT’I‘T AACAAGTGCGN-CerfagOZ

1 ATGAABITACACGAGCGTGGATGA ATCAACAAmTGCG N-texr 7. cruzi GIluDH 2
1 ATGAAGTACACTTCCGTGGACGACTTTATCAACAAGTGCGN-terl

1 ATGAAGTACAC GTGGA GACTTTATCAACAAmTGCGN-terZ

41 TGAAGAAGCGCGACCCCANAT N-ter 7. cruzi GluDH 1
41 TGAAGAAGCGCGACCCCARAT N-ter fago 1

41 TGAAGAAGCGCGACCCCAAT N-ter fago 2

41 TGAAGAAGCGCGACCCCAARAT N-ter 7. cruzi GIluDH 2
41 TGAAGAAGCGCGACCCCARAT N-ter 1

41 TGAAGAAGCGCGACCCCANAT N-ter 2

Figura 19: Microheterogeneidades en la secuencia nucleotidica del extremo 5' de la regién de
cédigo del gen.

Dos clones completamente secuenciados (TcGluDH, y TcGluDH,)y cuatro clones secuenciados parcialmente
(dos provenientes de fagos recombinantes, N-ter fago 1 y 2, y dos provenientes de ADN genémico, N-ter 1
y 2) fueron comparados. Encerradas en cajas se indican las diferencias encontradas entre las secuencias
nucleotidicas. Para dicha comparacion se utilizé el programa de alineamiento Multiple de Secuencia, Megalign,
de Lasergene (DNA STAR, Inc, Madison, Wi, USA) que emplea el algoritmo de Jotun Hein (Hein, 1990).

¢Los genes de la GluDH-NADP se organizan en tandem?

Con frecuencia en los Trypanosomaétidos los genes con copias multiples se encuentran
ordenados en tandems, como ocurre por ejemplo con los genes de la cruzipaina de T.
cruzi (Campetella et al., 1992). Para estudiar la posibilidad de que los genes que codifican
para la GluDH-NADP se 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 eligi6 la enzima Bglll que corta a la derecha del codén de terminacién del gen. El ADN
genoémico de la cepa Tul2 de T. cruzi digerido con esta enzima fue utilizado para un
ensayo de Southern blot usando una sonda del gen completo TcGluDH . Los resultados
obtenidos nos permitieron descartar la hipétesis de la disposicién de los genes en tandem.
Como se puede observar en la figura 20, con tiempos crecientes de incubacién 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.
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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 reaccién contiene 100 [Llg de ADN genémico
de epimastigotes de la cepa Tul2 y 50 U de enzima en un
volumen final de 500 |LI. Se precalienta dicha mezclaa 37°C

antes del agregado de la enzima. Se sacan 50 [l de la
incubacioén por cada tiempo elegido y se detiene la reaccion
como se indica en la secciéon 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 TcGluDH;. Los tiempos .

elegidos para las digestiones parciales fueron: calle 1: 1, .
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 separacién de moléculas de un
tamano 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 distribucién de los genes de la GluDH-NADP en los cromosomas del
parasito se realizaron ensayos de PFGE y Southern blot con los siguientes clones: Tul10,
Sylvio X10/7, HO3/5, Canlll, NIH, YIE9, YIE10, CA-l/72 y CA-l/72hdna, las cepas Tul2,
RA y los parasitos T. rangeli, C. fasciculata y L. mexicana.
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Figura 21: PFGE de distintos parasitos, cepas y clones.

El PFGE fue corrido como se describe en la seccion de Materiales y Métodos usando los siguientes parasitos,
cepas y clones: calle 1: Tul2; calle 2: Tul10; calle 3: Sylvio X10/7; calle 4: HO3/5; calle 5: CANIII; calle 6:
NIH2; calle 7: YIE9; calle 8: YIE10; calle 9: CA-1/72; calle 10: CA-I/72 hDNA; calle 11: RA; calle 12: L.
mexicana, calle 13: T. rangeli; calle 14: C. fasciculata. Calle M: los cromosomas de S. cerevisiae (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 TcGluDH;

El Southern blot de las bandas cromosomales de los parasitos, resueltas en un PFGE fue
revelado usando una sonda del gen completo TcGluDH ;. Dicho ensayo revel6 dos regiones
de hibridizacién. Una de ellas corresponde a la zona de compresién (CR), la cual, en las
condiciones particulares en las que se hizo el ensayo, contiene cromosomas de un tamano
mayor a 2500 kpb. La otra banda fue encontrada en diferentes stocks de parasitos entre
los marcadores de 1035 y 1580 kpb (figura 21).



Resultados - 156

En cambio no se detectaron bandas de hibridizacién con los cromosomas de C. fasciculata
y L. mexicana a pesar de que se puede detectar baja actividad GluDH-NADP en extractos
de estos organismos.

En el caso de T. rangeli pudo observarse una zona de hibridizacién débil con el ADN en la
zona del origen, sugiriendo que posiblemente un gen homélogo se encuentra localizado

en un cromosoma muy grande.

Expresion de la GluDH-NADP en los distintos
estadios y cepas de T. cruzi y en otros parasitos.

Ensayos de Northern blot.

Las muestras de ARN total provenientes de los distintos parasitos, clones, cepas y formas
del ciclo de vida fueron utilizadas para realizar ensayos de Northern blot usando una
sonda marcada por “random priming” que contiene el gen entero TcGluDH| de T. cruzi.
Los resultados obtenidos muestran una banda tnica de un tamano aproximado de 1600,
1700 pb para epimastigotes de las cepas Tul2 y RA respectivamente y 1300-1400 pb,
para epimastigotes del clon Silvio.
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Figura 22: Ensayo de Northern blot.

En cada calle fueron sembrados 30 [lg de ARN total de los
siguientes parasitos: calle 1: Tul2 (epimastigotes); calle 2:
T.rangeli; calle 3: RA (epimastigotes); calle 4: RA
(tripomastogotes); calle 5: RA (amastigotes); calle 6: CL
(metaciclicos); calle 7: Silvio (epimastigotes); calle 8: C.
fasciculata y calle 9: L. mexicana. Los marcadores de peso
molecular: 4,7 y 1,9 kpb. El gen completo TcGluDH; fue
utilizado como sonda.




No se detect6 ninguna senal en C. fasciculata ni en L. mexicana aun luego de varios dias
de exposicion sugiriendo que las enzimas en estos parasitos podrian ser muy diferentes.
En el caso de T. rangeli, tampoco se observaron senales a pesar de mostrar un patrén
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 la cepa RA solo pueden detectarse senales muy débiles
luego de largos periodos de exposicién de la placa radiogréfica. La sefal no aumenta ni
siquiera sembrando 30 pg de ARN total en cada caso como se puede observar en la figura
22.

Las diferencias obtenidas en las senales de las distintas formas del ciclo de vida del T.
cruzi indican que la GluDH-NADP es una enzima regulada en el desarrollo.

Medicion de la actividad GluDH.

Para analizar la existencia de una correlacién entre los resultados obtenidos en el Northern
blot y la cantidad de proteina y su actividad, se midi6 la actividad especifica de las enzimas
GIuDH (NAD y NADP dependientes), en las distintas cepas y formas del ciclo de vida del
parésito, 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: Actividad especifica de las enzimas GluDH-NADP y GluDH-NAD dependlentes de T. cruzi
en diferentes cepas y estadios del ciclo de vida.

Se detallan los valores de actividad especifica en: RA epimastigotes RA(e), RA tripomastigotes RA(t), RA
amastigotes RA(a), Tul2 epimastigotes T2(e), clon Silvio epimastigotes Sil(e) y Silvio metaciclicos Sil(m).



La actividad especifica de la GluDH-NADP de 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 especifica de la GluDH-NAD dependiente 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%.

Deteccion de la GluDH-NADP en ensayos de Western blot.

Los resultados de medicion de la actividad enzimaética, se completaron con la comparacién
de la cantidad de proteina GluDH-NADP en cada forma del parasito a través de un gel de
poliacrilamida con SDS teriido con Coomassie Blue. Para que los resultados fueran
comparables se realizaron dos geles, en los cuales cada calle fue sembrada con el mismo
numero de paréasitos (5x106 parasitos/calle) o con igual masa de proteinas (50 ug de
proteina/calle). Con los geles transferidos se realizaron ensayos de Western blot, que
mostraron para ambos condiciones de siembra, una menor cantidad de proteina GluDH-
NADP en las formas amastigote y tripomastigote en comparacién con la forma epimastigote
de Tul2 o RA (figura 23).

Esto significa que las variaciones en los niveles de ARNm de la GluDH-NADP se
correlacionan con la cantidad de proteina y su actividad enzimética.

Las diferencias en los niveles de ARNm en las diferentes formas del ciclo de vida del
parésito pueden deberse a una disminucién en la expresién del gen debido a la presencia
de mecanismos de regulacién de la transcripcién, muy poco estudiados en T. cruzi, o a
una alta tasa de degradacion del ARNm correspondiente a ia GluDH-NADP.
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Figura 23: Deteccion de GluDH-NADP

en distintos estadios del ciclo de vida Panel A Panel B
por ensayos de Western blot.

Los geles SDS-PAGE 10% transferidos,

fueron enfrentados en ensayos de Western 123456 712345
blot con el anticuerpo policlonal ; '
monoespecifico anti GluDH-NADP
purificada (dil. 1/1500). Panel A: gel
sembrado con igual nimero de parasitos
por calle (5x10° paréasitos/calle). Panel B:
gel sembrado con igual cantidad de
proteinas por calle (50 png de proteina/
calle). Calle 1: Silvio (epimastigotes); calle
2: RA (amastigotes); calle 3: RA
(tripomastigotes); calle 4: RA
(epimastigotes); calle 5: Tul2
(epimastigotes); calle 6: GluDH-NADP
purificada (1mg); calle 7: marcadores de
peso molecular. Los pesos moleculares se
indican en kiloDaltones.

47 kDa

Expresion de la GluDH-NADP recombinante en E.
coli usando el vector de expresion pET-22b(+).

Estrategia para la obtencion del clon recombinante.

Con el objeto de conocer si el gen clonado y secuenciado, TcGluDH proveniente de la
cepa Miranda 76 de T. cruzi era activo (pT7-TcGluDHy), se procedié a subclonarlo en el
vector de expresién pET-22b(+). Luego de linealizarlo con la enzima Hindlll, fue utilizado
como sustrato para una reaccién de PCR. Los oligonucleétidos usados en la reacciéon
fueron construidos teniendo en cuenta los extremos 5' y 3' del gen clonado ademas de
una secuencia adicional que introduce sitios especificos para las endonucleasas de
restriccion Ndel y Xhol, respectivamente. Se eligieron estos sitios de restriccién por ser

compatibles con el vector de expresién pET-22b(+).



N-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 CTT GGC GTA GTT CTC GAG CAC 3
Met Lys Gly Leu Gly Val Val Leu Glu His

Para esta amplificaciéon se realizé un ciclo de desnaturalizacién 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

La reaccién fue corrida en un gel de agarosa 1%. El producto obtenido consistié en una
banda unica cuyo tamano aproximado fue de 1400 pb. Para evitar la accion residual de la
Taq polimerasa la banda obtenida fue purificada y luego sometida a la digestion combinada
con las endonucleasas Ndel-Xhol.

Debido a que la enzima Ndel corta de forma ineficiente cerca de los extremos, ademés de
ser muy inestable (su vida media en la reaccién es de 15 minutos) y sensible a impurezas
en la preparacién de ADN, el producto de PCR fue primeramente clonado en el plasmido
pT7 para favorecer la digestién con Ndel-Xhol. El fragmento obtenido de 1360 pb fue
purificado y subclonado finalmente en el plasmido de expresién pET-22b(+) (Novagen)
en los sitios Ndel-Xhol. Con él se transformaron bacterias E. coli Novablue, plaqueadas
en medio LB agar con ampicilina, IPTG y X-gal (figura 24).

Las bacterias Novablue son elegidas inicialmente porque en ellas el gen introducido en el
plasmido 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 plasmido, ya que las bacterias son recA" y
presentan alta eficiencia de transformacién dando buen rendimiento en la preparacion

del plasmido.



pT7-TcGIluDHy Clonado
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Hindlll Ndel EcoRV BamHI Kpnl EcoRI Hindlll
5 ] 3
EcoRl Bglll
TcGluDH1
PCR
5' 3 3 5
Oligo Ndel-Nter oligo Xhol-Cter PET 22b(+) Expresién
Balll Ndel BamHI EcoRI Xhol
BEEEEEE I | I ............ 1 I | -
Ndel TIcGluDH1 bl -
Producto amplificado Promotor T7 operador lac region pelB His. Tag Terminador
aprox. 1400 pb 7
Digestién Ndel-Xhol Digestién Ndel-Xhol
Ligacion
Bglll Ndel TcGIuDH Xhol
—
Promotor T7 operador lac + His. Tag Tenn_,i_/;ador

Transformacion células Novablue, BL26(DE3)

Induccién

Figura 24: Estrategia de clonado en el vector de expresion pET-22b(+).




Con los plasmidos obtenidos de las colonias positivas se realizé6 un mapa de restriccion
para comprobar la integridad y orientacion del gen, eligiendo las siguientes enzimas: EcoRl,
Bglll, EcoRI-Bglll, Ndel, Xhol y Xhol-Ndel.

Finalmente, para la produccién de la proteina, el plasmido recombinante se transfirié a
una cepa bacteriana que contiene una copia cromosomal del gen de la ARN polimerasa
de T7. Este va acompanado con un ADE3 (derivado lisbgeno de A) que lleva un fragmento
de ADN conteniendo el gen lac/ y el promotor lac UV5 (que dirige la transcripcién y es
inducible por IPTG). Por lo tanto, al agregar IPTG al medio de cultivo se induce la ARN
polimerasa de T7 permitiendo la transcripcion de los genes rio abajo del promotor.

La cepa bacteriana BL26(DE3) (baja eficiencia de transformacién) fue elegida para la
expresion de la proteina recombinante. También fueron transformadas bacterias
BL26(DE3)PLysS que contienen una lisozima capaz de inhibir a la ARN polimerasa de T7.
Por esta razén la expresién del gen clonado deberia ser menor al inducir las células con
IPTG y las colonias resultantes serfan de mayor tamario. De esta forma expresando poca
proteina recombinante, las bacterias pueden sobrevivir si el producto inducido no es téxico.
Al transformar bacterias BL26(DE3)PLysS, se obtuvieron colonias de mayor tamarno como
era lo esperado, indicando que el producto del gen no es téxico para las células. En
cambio, en las bacterias BL26(DE3), al establecer la induccion con IPTG, se logra la
sobreproduccién de la GluDH-NADDP, resultando las colonias sobrevivientes méas pequenas.
Los datos obtenidos se detallan en la Tabla 3.

| BL26(DE3)PLysS | BL26(DE3)
Sin transformar 1" césped césped
Transformada - 110 colonias grandes 480 colonias grandes
Transformada e inducida | 120 colonias grandes 400 colonias chicas

Tabla 3: Comparacién entre las células BL26(DE3)PLysS y BL26(DE3).

Ambos tipos de bacterias fueron plaqueados en medio LB agar con o sin ampicilina (100 mg/ml). Bacterias
no transformadas con el plasmido pET-22b(+)-GluDH; transformadas con el plasmido; transformadas e
inducidas con IPTG. Luego de una incubacién toda la noche a 37°C se contaron las colonias.
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Una vez obtenido el clon recombinante y sabiendo que el producto no resulta téxico, se
crecieron ambos tipos de bacterias en un medio LB con ampicilina para su miniinduccién.

Miniinduccion para la expresion de la proteina recombinante.

A partir de una colonia recombinante de bacterias BL26(DE3) y BL26(DE3)PLysS
transformadas con el plasmido conteniendo el gen TcGluDH) (pET-22b(+)-GluDH) se
realizé la miniinduccién de acuerdo al protocolo detallado en la seccién de Materiales y
Métodos.

Todas las fracciones obtenidas para ambos tipos celulares, llamadas, proteinas totales,
solubles e insolubles provenientes de bacterias inducidas y sin inducir, asi como también
las proteinas totales de las bacterias no transformadas con el plasmido mencionado, fueron
corridas en un gel de poliacrilamida 10% con SDS tenido con Coomasie Blue. Los resultados
obtenidos se detallan en la Figura 25(a) y (b).

BL26 (DE3)

Figura 25: SDS-PAGE 10% de las distintas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
fracciones provenientes de una miniinduccion.
(a) gel correspondiente a las fracciones de las células
BL26(DE3). Panel (A): bacterias sin transformar con
el plasmido recombinante. Panel (B): bacterias
transformadas con el plasmido recombinante. Calles
1y 7: proteinas totales de un cultivo sin inducir; calles
2y 8: proteinas totales de un cultivo inducido; calles 3
y 9: proteinas solubles de un cultivo inducido; calles 4
y 10: proteinas insolubles de un cultivo inducido; calle
5: marcadores de peso molecular; calle 6: GluDH-
NADP pura.
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BL26 (DE3) PLysS

Panel A Panel B

Figura 25: SDS-PAGE 10% de las distintas
fracciones provenientes de una miniinduccién.
(b) gel correspondiente a las fracciones de las células
BL26(DE3)PLysS. Panel (A): bacterias sin transformar
con el plasmido recombinante. Panel (B): bacterias
transformadas con el plasmido recombinante. Calles
1y 7: proteinas totales de un cultivo sin inducir; calles
2y 8: proteinas totales de un cultivo inducido; calles 3
y 9: proteinas solubles de un cultivo inducido; calles 4
y 10: proteinas insolubles de un cultivo inducido; calle
5: marcadores de peso molecular; calle 6: GluDH-
NADP pura. Los pesos moleculares se indican en
kiloDaltones.

12 3 4 5 6 7 8 9 10

Cuando las células BL26(DE3) y BL26(DE3)PLysS no son transformadas con el plasmido
recombinante, no se detecta GluDH-NADP (Panel A en ambas figuras). En cambio, al
transformarlas con el plasmido recombinante, se detecta una banda de 47 kDa de peso
molecular, correspondiente a la GluDH-NADP, presente atin sin inducir el cultivo con IPTG
(Panel B).

La cantidad de enzima inducida por el agregado de IPTG varia en cada fraccién y depende
del tipo celular. En el precipitado de las bacterias BL26(DE3) es muy abundante,
probablemente formando cuerpos de inclusién. En cambio, en la fraccién sobrenadante
de las mismas células puede detectarse menos cantidad de proteina aunque suficiente
para realizar ensayos cinéticos, mientras que en las células BL26(DE3)PLysS donde esta
inhibida la ARN polimerasa de T7 se encuentra en bastante menor proporcién.

Los resultados muestran que la proteina recombinante se expresa adecuadamente en
este sistema, con un peso molecular semejante al de la GluDH-NADP natural de T. cruzi.

Para corroborar que la proteina 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 monoespecifico anti GluDH-NADP. Los resultados indicados en la figura 26
demuestran que la proteina 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 12 3 4 5 6 7 8 9 10
indicado en la Figura 25a. o e s

Panel (A): bacterias sin transformar con el plasmido
recombinante. Panel (B): bacterias transformadas
con el plasmido recombinante. Calles 1 y 7:
proteinas totales de un cultivo sin inducir; calles 2
y 8: proteinas totales de un cultivo inducido; calles
3 y 9: proteinas solubles de un cultivo inducido;
calles 4 y 10: proteinas insolubles de un cultivo
inducido; calle 5: marcadores de peso molecular y
calle 6: GluDH-NADP pura. Los pesos moleculares
se indican en kiloDaltones. El ensayo de Western
blot se realiz6 con el suero anti-GluDH (dil. 1/1500).

47 kDa

En el sistema utilizado, el clonado del gen TcGluDH en los sitios Ndel-Xhol del plasmido
pET-22b(+), permite la expresion de la proteina GluDH-NADP completa y en fase, unida a
una secuencia llamada His.TagT™ formada por 6 a 10 histidinas consecutivas, cuya
presencia deberia permitir la purificacién de la proteina en un solo paso. Luego dicha
secuencia puede ser removida por medio de la accién de proteasas sitio especificas.

La GluDH-NADP de T. cruzi es una proteina cuya forma activa es un homohexamero de
280 kDa. Si cada subunidad expresada presenta una extensién de polihistidina, ésta podria
afectar la interaccién de las subunidades y como consecuencia la actividad de la enzima.
Para verificar que la proteina inducida fuera activa, se repitié la induccién y se midi6 la
actividad especifica de la GluDH-NADP en las bacterias no transformadas, transformadas
con el plasmido sin inducir y transformadas e inducidas con IPTG. Los resultados indicaron
que la induccién 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
concluimos que la secuencia de polihistidina no afecté, en este sentido, el ensamblado

correcto del complejo enzimaticamente activo.



| AE | N2 de veces

BL26(DE3) Tal cual 0.196 1
BL26(DE3) Transf, sin inducir 8.78 45
BL26(DE3) Transf, inducidas a 28°C | 108.33 553

Figura 27: Medlda de la actividad especifica de la proteina recombinante.

La AE de la GluDH-NADP recombinante fue medida como unidades/minuto/mg de proteina en: células
BL26(DE3) sin transformar con el plasmido recombinante, transformadas pero sin inducir y transformadas
e inducidas con IPTG a 28°C.

Purificacion de la proteina recombinante.

Para purificar la proteina recombinante en gran cantidad, se realizé una induccién de las
bacterias a 28°C de forma tal de favorecer la produccién de la proteina inducida.

Para la purificacién, se utiliz6 solo la fraccién sobrenadante de las bacterias inducidas, sin
intentar la solubilizacién y el plegado correcto de la enzima presente en los cuerpos de
inclusién.

En un primer momento, se intenté sin éxito la purificacién de la proteina inducida a través
de una columna de quelatos metalicos, utilizando la secuencia de histidinas consecutivas
agregadas en el extremo C-terminal de cada subunidad de la GluDH-NADP.

Finalmente se utiliz6 la columna de afinidad Cibacron Blue debido a su buena purificacién
y rendimiento al ser utilizada como ultimo paso en el protocolo de purificacién de la
proteina natural.

El sobrenadante bacteriano, conteniendo la proteina 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 Ultima etapa de la purificacién de la enzima
natural. El material que no logré ligarse a la columna, los lavados y los eluidos fueron
corridos en un gel SDS-PAGE y 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).
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Figura 28: Expresion y purificacion de la
proteina recombinante.

Gel SDS-PAGE 10% tenido con Coomassie Blue.
MW: marcadores de peso molecular; calles 1y 2:
proteinas 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 eluida de una columna de Blue
Sepharose con NADP 2mM. Los pesos moleculares
se indican en kiloDaltones.

Estudios cinéticos comparados de la enzima natural y la
recombinante.

Utilizando la enzima recombinante purificada por columna de Cibacron Blue, se
determinaron los valores de Km aparente para la enzima natural y la forma recombinante,
en el sentido de la aminacién reductiva y la desaminacién oxidativa comprobandose 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 £ 1,49 uyM 9,8+0,5uM

oKG 1,27 £ 0,45 mM 0,84 +£0,3 mM

CINH, 2,03 +0,36 mM 3,3+0,52 mM

L-glut 2,10+ 0,25 mM 0,90 + 0,63 mM
NADP 0,43 + 0,05 uM 0,69+ 0,1 M

Tabla 4: Km de la enzima natural y de la forma recombinante.

Usando concentraciones saturantes de todos los sustratos menos uno y con 30 [l de una dilucién 1:100 de
la enzima recombinante, se calcula la velocidad inicial de la reaccién. 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).



Identificacion de la forma citosolica de la GluDH-
NADP de T. cruzi.

Debido a que el oligonucleétido iniciador Nter-1 utilizado para la amplificacién 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
localizacién subcelular. Datos de la bibliografia sugerian que la GluDH-NADP de T. cruzi
presentaria una doble localizacién dentro del parésito, citoplasmatica y mitocondrial;
ademaés de proponer una tercera ubicacién ain no determinada (Duschak and Cazzulo,
1991). Ambas isoformas deberian diferir en la presencia o ausencia de un péptido de

transito a la mitocondria.

Con el objetivo de obtener mayor informacién acerca de la posible existencia de una
isoforma mitocondrial, se realizaron experimentos de transcriptasa reversa acoplada a
reacciones de PCR semianidada.

Teniendo en cuenta que la forma mitocondrial deberia presentar una secuencia de
aminoacidos adicional para direccionar la proteina a la mitocondria, a diferencia de la
citosélica, se buscaron y analizaron las secuencias nucleotidicas rio arriba del codén de
iniciacién de la sintesis de proteinas, que incluyen a la regién 5’UTR (regién no traducida).
A partir del ARN total de epimastigotes de Tul2 se sintetiz6 ADNc por transcripcién 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 GDH3 selecciona inicamente
los mensajeros de la GluDH-NADP por homologia de secuencia, a una distancia de 219
pb del codén ATG de iniciacién.

Todos los mensajeros maduros en T. cruzi llevan en el extremo 5' un miniexén, 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 miniexén
con otro oligonucleétido interno, exactamente homélogo a la secuencia del TcGluDH| a
una cierta distancia del ATG de iniciacién. La eleccién del iniciador depende del utilizado
para la obtencién del ADNc (oligo(dT) o GDH3).

La segunda reaccién de PCR es semianidada ya que incluye el mismo oligo miniexén
pero combinado con otro iniciador, también homélogo a la GluDH-NADP, pero mas cercano
a su codén ATG, llamado GDH;.



La ubicacién de los iniciadores en la secuencia de la enzima madura y la estrategia

mencionada se detallan en la figura 29.

Oligo miniexén: 5' AACTAACGGTATTATTGATA 3'
Tm: 50°C

Oligo GDH3: 5' TTCACCCTTGTCATCCACCCA 3
Tm: 57°C

Oligo GDH;: 5 ATTGGGGTCGCGCTTCTTCAC 3'

. (]
Tm: 60°C
Miniexén AAMCGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG ======= ==
i ini S AACGGTATTATTGATA) =—> == =ooeeeeeeoeeoeeee=-=-
Iniciacién
T¢ GluDHl AT GAAGTACACGAGCGTGGATGACTTTATCAACAAGTGCGTGAAGAAGCG
eligo GDHL < 3'CACTTCTTCGC

Tc GluDHL CGACCCCAATCAACCCGAATTTGAGCAGGCGGTTCATGAAGTAATGACCT
oligo GDHL G C TG GGG TTA S’

TcGlUDHl CGCTTTGGCCTTTTCTGGAAAAGCATCCAGAGTACTGCCAGGATTCTCTT

T¢eGlubHl CTGGAGCGCCTGGTGGAGCCCGAACGTGTCGTTCAGTTCCGCGTGTCATG
eligo GDH3 < 3‘ag

Tc GluDHl GG TGGATGACAAGGGTGAAGTGCAGGTGA
oligo GDH) C C A CCTACTGTTCCCACTTS'

Figura 29: Ubicacion de los inicladores utilizados en la reaccion de RT-PCR semianidada y
estrategia empieada (proxima pagina).
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Para la primera reaccién de amplificacién se realizé un ciclo de desnaturalizacién 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

En cambio para la segunda reaccién se realiz6 un ciclo de desnaturalizacion 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 extensién final de 10 minutos a 72°C.

Cualquiera sea el iniciador utilizado para la obtencién del ADNc y la primera reaccién de
PCR, el fragmento obtenido luego de la segunda reaccién utilizando el iniciador GDH;
present6 un tamano de aproximadamente 150 pb. Dicho fragmento fue recuperado de un
gel de poliacrilamida no desnaturalizante, clonado en el vector pGEM T easy y secuenciado
completamente.

Los datos de secuencia que se muestran en la figura 30, indican que el ARNm maduro de
la GluDH-NADP obtenido comprende: en el extremo 5' la secuencia del oligo miniexén de
39 pby a continuacién una regién 5’'UTR de 40 pb. Inmediatamente después se encuentra
el codén AUG que indica el comienzo de la proteina. En las dos secuencias analizadas,
correspondientes a experimentos independientes, se pudieron detectar diferencias en la
regiéon 5’UTR.

La comparacién de la secuencia del extremo N-terminal de 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 proteina a la mitocondria. Esto resultados
sugieren que la enzima caracterizada en nuestro laboratorio es citosélica y que la posible
presencia de una isoforma mitocondrial podria ser un artefacto.

f AAACTAATTT Miniexom 5*-UTR+ K-terl

AACTAACGGTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTGAAAACTAATTT Miniexcn 5*-UTR+ N-ter2
TAAAGAAAAGGAAAAAAGCAAATACATCATAATGAAGTACACT TCCG TGG Miniexons 5'-UTR« N-ter1
TAAAGAAAAGAAAAAA--CAAATACATCATAIATGAAGTACACT TCTG TGG Miniexon S*-UTRe N-ter2

ACGACTT TATCAACAAGTGCGTGAAGAAGCGCGACCCCAAT Miniexom §'-UTRe N-terl
ACGACTTTATCAACAAATGCGTGAAGAAGCGCGACCCCAAT Miniexom 5'-UTRe N-ter2

Figura 30: Secuencia de la zona 5’UTR, minlexn y comienzo de la zona codificante correspondiente
al gen de la GluDH-NADP.

Las secuencias obtenidas en dos experimentos independientes fueron comparadas usando el programa
Megalign, Muitiple Sequence Alignment, de Lasergene (DNA STAR, Inc, Madison, WI, USA).



Discusion



Purificacion.

La modificacién introducida en el protocolo de purificacién, en comparacién con el
publicado previamente (Cazzulo et al., 1988b), consistente en la utilizacién de una columna
de afinidad de Cibacron Blue F3G-A (Blue Sepharose CL-6B), nos permitié obtener
preparaciones de GluDH-NADP dependiente de T. cruzi de alta actividad especifica, 330
unidades. mg-1, comparadas con las 189 unidades. mg-! 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 llevé la purificacién a 60 veces y el rendimiento
al 58%) (tabla 1).

El eluido de la columna de Blue Sepharose presenté ademas de la subunidad de 47 kDa
correspondiente a la GluDH-NADP dependiente sélo trazas de otras proteinas, de menor
peso molecular (figura 1 (b)). Dichas trazas, observables en geles SDS-PAGE sobrecargados
y tefiidos con nitrato de plata, copurifican con la enzima en filtracién por gel en Superosa
6 en un sistema de FPLC; una de ellas present6 una reaccién antigénica cruzada con el
anticuerpo policlonal monoespecifico anti-GluDH-NADP, siendo probablemente un producto
menor de degradacién proteolitica de la propia enzima.

La proteina purificada es muy estable y puede permanecer por varios meses a 4°C con
muy poca inactivaciéon. Luego de largos periodos de almacenamiento, algunas
preparaciones presentan pequeiias cantidades de material de alto peso molecular,

probablemente debido a fenémenos de agregacion.

Clonado, secuenciacion y organizacion genémica.

Secuenciacién de la proteina.

La secuencia nucleotidica completa de la enzima fue obtenida por combinacién de técnicas
de quimica de proteinas y biologia molecular.

Los péptidos secuenciados a partir de digestiones con BrCN, tripsina y las endopeptidasas
Arg-C y Lys-C, corresponden aproximadamente a una tercera parte de la proteina total y
coinciden muy bien con la secuencia completa deducida a partir del genTcGluDH? clonado
a partir de la misma cepa de parasito (Tul2) (figura 14(a) y 14(b)).

Sin embargo, se encontraron algunas diferencias entre las secuencias peptidicas y aquella
deducida a partir del gen. A continuacién se subrayan los aminoéacidos diferentes.



Péptidos de Lys-C: KHGTVEEYAK

KYGTEGGK

Péptido de Arg-C: RHLGADTD

Péptidos de BrCN: MRPEATGYGLVYFLDALLKKHNQELKG
MDIKNVKHGTVEEYAKGLG
MSQNAARL

Los cambios son: T por A; V por E; I por L; P por A, V por L, T por A y R que no aparece
en la secuencia.

Las tres modificaciones mas llamativas son la de un aminoécido polar como la treonina
(T) por uno hidrofébico como la alanina (A) y un aminoacido hidrofébico, valina (V), por
uno cargado como el acido glutdmico (E). En el caso del aminoacido arginina (R) aparece
secuenciado en el péptido de BrCN y también esta 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 comparacién entre la secuencia de dichos péptidos junto con los primeros
34 aminoécidos del extremo N-terminal (Cazzulo et al., 1988b) y la enzima similar de E.
coli mostré un grado de homologia del 74% (figura 4).

Clonado y secuenciacion del gen.

Usando la técnica de PCR sobre ADN genémico a partir de las cepas de parésitos Miranda
76 (M76) y Tulahuén 2 (Tul2) fueron obtenidas dos secuencias codificantes completas de
la GluDH-NADP dependiente de T. cruzi llamadas TcGluDH| y TcGluDH), respectivamente
(GenBank Accession Numbers AF009364 y AF009365). El iniciador 5' (degenerado)
utilizado para la reaccién de PCR fue construido teniendo en cuenta la informacién obtenida
de la secuencia directa de la proteina. En cambio la secuencia del iniciador 3' fue obtenida
a partir de un clon identificado luego de un rastreo inmunolégico (con un anticuerpo
policlonal monoespecifico anti-GluDH-NADP) de una biblioteca de expresién genémica
de T. cruzi en el fago Agt11 (figura 13).



El marco abierto de lectura para ambos genes contiene 1341 nucleétidos (447 codones
incluyendo el codén de terminacién TGA), codificando para una proteina de 446
aminoacidos. En la figura 14(a) se observan las secuencias nucleotidicas de ambos genes
como asi también las secuencias proteicas deducidas de ellos. Estas ultimas presentan
entre si una identidad del 96% (figura 14(b)).

En la region GGGKGG de la secuencia proteica se encuentra conservada la lisina (K) 128
del sitio activo, deducido por homologia con otras GluDHs descriptas en la bibliografia
(figura 14(b)).

De la misma manera pudieron identificarse los aminoéacidos criticos de la proteina para la
unién a la coenzima. Al analizar el motivo 1.0tA.2 se encontaron los residuos de glicina
conservados e incluidos en la secuencia Gli-X-Gli-X-X-Ala caracteristica de las enzimas
especificas para NADP e importante para ubicar la parte central de la coenzima en la
conformacién correcta, permitiendo el contacto del entorno de la proteina con el difosfato
de la coenzima (Scrutton et al., 1990). En la figura 31 se comparan las secuencias de
aminoacidos de la zona mencionada de TcGluDH; y TcGluDH> con algunas enzimas
NAD y NADP dependientes.

Unlon a NADP(H)
Enzima madlica
Rata 300GAGEAALGIAHLTIVMAM
Glutamato dehidrogenasa
TcGluDH; 238 G SGNVAQYAVEKEKCLOQLG
TcGluDH> 238GSGNVAQYPVEEKCLOQLG
E. coli 239 GSGNVAQYAIEKAMETFG
N. crassa 225 G SGNVAQYAALKLTIELSG
Levadura 220G SGNVAQYAALKVIELG
Trypanotiona reductasa
T. congolense 1995 GGG FISVEFAGIFNAYK
Glutation reductasa
E. coli 174 GAGYIAVELAGVINGLG
Humana 15 GAGYIAVEMAGILSALG
P. aeruginosa 172 GGGYIAVEFASIFNGLG

Figura 31: Comparacién de la secuencia de aminoacidos de una parte dei dominio B1.cA.B2 de
unién ai dinucleétido en algunas enzimas NADP dependientes (en esta pidgina) y NAD dependientes
(en lapéagina slguiente) (Scrutton et al., 1990).



Union a NAD(H)

Alcohol dehidrogenasa

Drosophila 14 GLGGIGLDTSKQLLIEKRD

Rata 1IS5GLGGVGLSVVIGCKTAG
Lactato dehidrogenasa

B. stearothermophilus 133 GAGFVGASYVFALMNOQG

Raton 25 GVGDVGMACAISILLIKSG
Gliceraldehido fosfato dehidrogenasa

Levadura TGFGRIGRLVMRIALT SR RP

Figura 31: Comparaclén de la secuencia de aminoécidos de una parte dei dominio §;.0A.B> de
unién al dinucleétido en algunas enzimas NADP y NAD dependlentes (continuaclén).

Ademaés fueron localizados los residuos hidrofébicos, también conservados, importantes
para la interaccién entre las estructuras secundarias; asi como también un aminoacido
cargado positivamente en el extremo amino terminal de la cadena B, lisina (K) o arginina
(R). Aunque su funcién se desconoce, se asocia con la estabilidad de la interaccién de las
cadenas P. En el carboxilo terminal de la cadena B2 de la enzima, que se une al grupo
oxidrilo de la ribosa de la coenzima, el acido aspartico presente en las enzimas NAD
dependientes se encuentra reemplazado por una glicina en todos los casos analizados de
GluDHs-NADP dependientes (figura 32).

Figura 32 (en la préxima pagina): Comparacién de la secuencia de aminoéacidos de la region

compieta B1.0A B2 de varias GluDH-NADP dependientes.

GXGXXA Zona de glicinas y alanina conservadas.
A Residuos conservados cargados positivamente.
t Residuos hidrofébicos.

$ Glicina en reemplazo del aminoéacido aspartico.



B1 coil aA B2

T

A t t GXGXXA t ot tt s
TcGluDH; KHNQELKGMTVVVSGSGNVAQYAVKKCLQLGEKVLSVSDSSG
TcGluDH> KHNQELKGMTVVVSGSGNVAQYPVEKCLQLGAKVLSVSDSRG
E. coli RHGMGFEGMRYSVSGSGNVAQYATIEKAMEFGARVITASDSSG
S. typhimurium RHGLGFEGMRVAVSGSGNVAQYAIEKAMAFGARVVTASDSSG
H. influenzae EKGDSFAGKVYSVSGSGNVAQYATIEKALSLGAKVVTCSDSSG
G. intestinalis DNNTVIRGKNVLLSGSGNVAQFACEKLIQLGAKVLTESDSNG
C. sorokiniana DKGESLKGKRCLVSGAGNVAQYCAELLLEKGAIVLSLSDSQG
N. crassa SGAGSYAGKRVALSGSGNVAQYAALKLIELGGIVVSLSDSKG

Organizacion genémica.

La GluDH-NADP parece estar codificada por al menos 2 genes y probablemente maés, por
genoma haploide del parasito, como lo sugieren los resultados del Southern blot (figura
17 (ay b)) y por las microheterogeneidades encontradas en la secuencia de nucleétidos
de la zona 5' de la regién codificante (figura 19), aunque no podemos saber si todos los
genes son activos o son pseudogenes.

La comparacién de las secuencias de una zona de aproximadamente 40 nucle6tidos del
extremo 5' de tres clones genémicos de la cepa M76 y tres clones (uno genémico 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 posiciéon de
cada codén, resultando silenciosas. Estas sustituciones deberian 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 la GluDH en ambas cepas de parasitos.

Los experimentos de Southern blot realizados en las cepas Tul2 y RA de T. cruzi, el clon
CA-/72 y T. rangeli mostraron las senales més nitidas en condiciones muy estrictas. A
pesar de la claridad de las senales, el patron de bandas observado en T. rangeli resulté
ser muy diferente al de Tul2. En cambio, usando ADN de los parasitos C. fasciculata y



L. mexicana no se detectaron seiales, ni siquiera en condiciones menos estrictas,
sugiriendo que en estos trypanosomatidos existen genes para GluDH-NADP diferentes,
con baja homologia con el gen de T. cruzi.

El andlisis de restriccion del gen completo evidencié un polimorfismo en el sitio de
restriccion EcoRI (a 270 pb del extremo C-terminal del gen) en el ADN genémico (figura
18, Panel a). Esta enzima permitié distinguir 2 clases de genes que codifican para la
GluDH-NADP. Con el resto de las endonucleasas de restriccién 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 cruzipaina (Campetella et
al., 1992) y la tirosina aminotransferasa (Bontempi et al., 1993), no hay evidencias de
que los genes para la GluDH-NADP estén organizados en tandems, luego de realizar
digestiones parciales usando una enzima que corta inmediatamente después del codén
de terminacion del gen (figura 20).

El Southern blot del PFGE, usando como sonda el gen completo TcGluDH ], mostré dos
regiones de hibridizacién de considerable diferencia de tamano en varios clones de
parasitos. Una de ellas corresponde a la zona de compresién (CR) que contiene
cromosomas mayores a 2500 kpb y la otra banda corresponde a un tamaro entre los
marcadores de 1035y 1580 kpb.

Realizando el ensayo con los cromosomas de C. fasciculata y L. mexicana no se observé
ninguna banda de hibridizacién, en buen acuerdo con los resultados previos del Southern
blot.

En el caso de T. rangeli pudo observarse una zona de hibridizacién débil con el ADN en la
zona del origen, sugiriendo que posiblemente un gen homoélogo se encuentra localizado

en un cromosoma muy grande (figura 21).

La comparacién de las secuencias de los genes clonados de la GluDH-NADP de T. cruzi
mostré que se encuentran mas relacionados con las enzimas de eubacterias como E. coli
(Valle et al., 1983), Salmonella thyphimurium (Miller and 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 mas antiguo), el alga unicelular
C. sorokiniana (Cock et al., 1991) y hongos como N. crassa (Kinnard and Fincham, 1983)



y S. cerevisiae (Nagasu and Hall, 1985). En las figuras 15(a) y 15(b) se muestran las
comparaciones entre las secuencias de las GluDHs mencionadas. Teniendo en cuenta a
TcGluDH2 como base para la comparacion, las enzimas de E. coli, S. thyphimurium y
H. influenzae presentan 69, 70 y 67% de identidad, respectivamente; si se tiene en cuenta
TcGluDH) para la comparacién 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.
cerevisiae. La menor identidad fue encontrada al comparar las secuencias de GluDH-
NADP de 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 T. cruzi involucradas en el catabolismo
de proteinas y aminoacidos, presentan mayor similitud a las enzimas correspondientes de
mamiferos, como en el caso de la tirosina aminotransferasa, mientras que la alanina
aminotransferasa del parasito, parcialmente secuenciada, presenta la mayor similitud con

la correspondiente enzima de plantas.

Uso preferencial de codones.

A pesar de la degeneracién del cédigo genético, el anélisis de secuencias nucleotidicas
revela que los codones no son usados de la misma forma. La preferencia por ciertos
codones tiene efectos profundos en la expresiéon de los genes. Por ejemplo en el caso del
aminoécido arginina (R) codificado por 6 codones diferentes, el uso de los codones AGA
y AGG presenta alta frecuencia de apariciéon en parasitos de humanos como Plasmodium
falciparumy Entamoeba histolytica. En cambio estos codones aparecen muy raramente
en E. coli. Por lo tanto dichos codones podrian estar involucrados en la regulacién de la
expresion de ciertos genes (Sayers et al., 1995). Los genes con marco abierto de lectura
conteniendo los codones AGG y AGA podrian ser traducidos en baja proporcién en
comparacién con aquellos que posean los codones CGU y CGC para el mismo aminoacido.
Esto puede ocurrir debido a la limitada interaccién con los escasos ARNtAGA/AGG disponibles.
La expresion genética puede verse inhibida si se presentan los codones mencionados en
tandem o cerca del codén de iniciacién. Esto tiene ademés importantes consecuencias
cuando se quiere expresar un gen en bacterias. Sin embargo, en nuestro caso, no constituy6
un problema durante la expresién de la proteina recombinante GluDH-NADP en 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 metabdlicas centrales, llamados “housekeeping”, presentan una muy fuerte preferencia
por codones, a diferencia de los genes que codifican para proteinas raras o poco
abundantes. Los resultados informados estan de acuerdo con lo que ocurre en E. coli 'y
levadura, en los cuales los genes codificando proteinas expresadas en cantidad muestran
preferencia por codones con abundantes ARNt. En el caso de T. brucei los codones
escogidos para los genes “housekeeping” no fueron elegidos para los genes que codifican
la proteina altamente expresada VSG, indicando que ademaéas de la abundancia de los
aminoacil-ARNt otros factores deben estar involucrados en la eleccién de los codones.
La preferencia de codones de la GluDH-NADP de T. cruzi mostré que para el aminoécido
leucina (L) rara vez se utiliza el codén UUA, lo mismo que para la valina (V) el codén
GUA, al igual que en E. coli. Sin embargo el codén preferido para (V) en T. cruzi es GUG
y en E. coli es GUU. Ademas se detectaron diferencias entre ambos organismos en las
preferencias para los aminoéacidos 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 codén GCA lo mismo que para Tirosina (Y) el codén UAU. Para
asparagina (N), lisina (K) y arginina (R) se prefiere AAC, AAG y CGC respectivamente en
la GluDH-NADP de T. cruzi. Para la glicina (G) el codén usado con mayor frecuencia en
ambos genes es GGC (figura 16 (ay b)).

Luego se compararon las preferencias de codones con otros organismos y con otros
genes de T. cruzi. En relacién con Homo sapiens muestran diferencias importantes en
los aminoéacidos treonina (T), alanina (A), arginina (R) y glicina (G). Neurospora crassa
y Saccharomyces cerevisiae indican mayores diferencias y en mas alto nimero de
aminoacidos. Las diferencias con Giardia intestinalis son ain mayores. Entre los
trypanosomaétidos, la preferencia es muy diferente en al caso del material genético del
kinetoplasto, en cambio los genes comparados de T. cruzi, T. rangeliy T. brucei brucei,
muestran bastante semejanza en cuanto a sus preferencias salvo contadas excepciones
(en orden decreciente de semejanza). Crithidia fasciculata, Leishmania donovani y
Leishmania mexicana presentan una semejanza sorprendente entre ellas en el uso
preferencial de codones y difieren de los usados en el gen GluDH-NADP de T. cruzi.



Bisqueda de posibles isoformas de la GluDH-NADP.

Las evidencias bioquimicas obtenidas de la bibliografia sugerian que la GluDH-NADP
presentaba localizaciones muiltiples, siendo mayormente citosélica, con una segunda
localizacién, menor, mitocondrial y una posible tercera ubicacién, muy minoritaria, aun
no determinada (Duschak and Cazzulo, 1991). Los resultados obtenidos en este trabajo
se inclinan por la primera localizacién y ratifican las evidencias obtenidas por experimentos
de inmunomicroscopia electrénica que sugieren una ubicacién exclusivamente citosélica
(Souto-Padrén et al., 1990). A diferencia de los genes codificando para la isoforma
citosélica, aquellos que contienen informacién para la forma mitocondrial deberian
presentar un péptido de transito a la mitocondria como una secuencia corta de aminoéacidos
(entre 20 y 80) en el extremo N-terminal para su translocacién post-traduccional. Dicha
secuencia, reconocida por receptores de la mitocondria seria luego clivada de la proteina
durante la translocacién (Glick et al., 1992).

Ya que el oligonucle6tido N-terminal utilizado para la amplificacién de los genes completos
es derivado de la secuencia de la proteina madura, no podria descartarse a priori la
posible presencia de dos genes codificando isoformas de la enzima con diferente
localizacién subcelular, difiriendo solamente en la presencia o ausencia de un péptido
senal. Para obtener informacién en este sentido, se realizaron estudios de RT-PCR sobre
ARN total de la cepa Tul2, usando como oligonucleétidos iniciadores la secuencia del
miniexon, presente en todos los ARNm maduros (De Lange et al., 1984) y dos secuencias
internas del gen TcGluDH>. Solo se obtuvo un tipo de fragmento de 139 pb de longitud.
En los clones analizados dicho fragmento contenia la secuencia del miniexén de 39 pb (5'
AACTAACGGTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG 3'), luego una zona no traducida
(5' UTR) de 40 pb (AAAACTAATTTTAAAGAAAAGGAAAAAAGCAAATACATCATA) 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 senal) y ademas, el residuo Met (metionina) presente en el extremo N-terminal
de la proteina madura fue la tinica Met posible encontrada para la iniciacién de la sintesis

proteica.



Expresion de la proteina recombinante.

El gen TcGluDH] codifica una proteina enzimaticamente activa al ser expresada en E.
coli. El sistema utilizado para dicha expresién permiti6 la obtencién de la proteina con un
tamarno adecuado por subunidad de 47 kDa, reconocida por el antisuero policlonal
monoespecifico anti-GluDH-NADP en ensayos de Western blot (figura 25(a) y 26). La
proteina recombinante pudo ser purificada en un solo paso por cromatografia 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
homologia de la enzima de T. cruzi con respecto a la de E. coli no interfiere con la expresion
de la primera, ya que los niveles basales de actividad endégena de la enzima bacteriana
son muy bajos en comparacién con los de la enzima recombinante debido a que la GluDH
de E. coli se encuentra sometida a una estricta regulacién.

A pesar de la secuencia de polihistidina que introduce el sistema de expresién en cada
subunidad de la GluDH-NADP la proteina se ensamblé correctamente para formar el
homohexamero enzimaticamente activo de 280 kDa (figura 27).

Los estudios cinéticos comparados de la enzima natural y la forma recombinante
permitieron comprobar que no existen diferencias significativas entre ambas en este sentido
(tabla 4).

La enzima recombinante puede ser utilizada para estudios estructurales, y eventualmente
para la obtencién de cristales. Ademas, ya que la enzima natural es tan estable, manteniendo
su actividad por varios meses en solucién a 4°C, la posibilidad de producir la proteina
recombinante en E. coli a gran escala, hace posible su uso como reactivo para la
determinacién enzimética de amonio y como enzima acoplada para el ensayo de

transaminasas.

Expresion de la GluDH-NADP de T. cruzi en los
diferentes estadios del ciclo de vida.

Durante el proceso de diferenciacién existen cambios dindmicos en la expresién de un
gran numero de proteinas (Ruiz-Ruano et al., 1991).

Rodriguez et al. (1993) estudiaron la expresién de la B-tubulina durante la diferenciacion
de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos en T. cruzi. Experimentos cuantitativos
de Western blot y ensayos de marcacioén y seguimiento revelaron un aumento en la cantidad
relativa de la protefna en los tripomastigotes metaciclicos con respecto a los epimastigotes,



acompanado por una baja tasa de degradacién. En cambio, experimentos de Northern
blot y traduccién in vitro mostraron una menor presencia de transcriptos de -tubulina en
tripomastigotes metaciclicos. Los autores proponen que en T. cruzi, luego de la
diferenciacién, la maquinaria de traduccion para proteinas clave como la B-tubulina se
apaga por falta de su mensajero especifico. Sin embargo los niveles de proteina se
mantuvieron debido a un mecanismo compensatorio que involucra una baja tasa de
recambio de la proteina sintetizada.

La expresion de la GIuDH-NADP de T. cruzi esta regulada en el desarrollo de una forma
parecida a la cruzipaina. La forma epimastigote de cultivo presenté en ambos casos,
considerablemente mayor actividad enziméatica y mayores niveles de proteina, al
compararlos con las formas amastigote y tripomastigote. Sin embargo, la cruzipaina no
muestra correlacién entre los niveles de ARNm, la cantidad de proteina y su actividad,
sugiriendo que la regulacién de la expresién de la proteinasa es post-transcripcional (Tomas
and Kelly, 1996), mientras que en el caso de la GluDH-NADP existe mucha mayor
correlacién.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de ARNm en los extractos de
tripomastigotes y amastigotes fueron casi indetectables en comparacion con los niveles
en la forma epimastigote, y los niveles de proteina fueron también mucho menores que
en la forma epimastigote (figuras 22, 23 y tabla 2). Las diferencias en los niveles de
ARNm en las diferentes formas del parasito pueden deberse a una disminucién en la
expresion del gen debido a la presencia de mecanismos de regulacién de la transcripcion,
muy poco estudiados en 7. cruzi, o a una alta tasa de degradacion del ARNm
correspondiente a la GluDH-NADP.

Cuando el mismo ensayo de Northern blot se realiz6 usando ARN de los parasitos C.
fasciculata y L. mexicana no se evidenci6 la presencia de mensajeros para la GluDH en
estos organismos, aun luego de varios dias de exposicién, sugiriendo que las enzimas de
estos parasitos deberian ser muy diferentes en concordancia con los ensayos de Southern
blot.

La diferencia en los niveles de la GluDH-NADP en los diferentes estadios del ciclo de vida
del parasito sugiere que el rol que juega esta enzima en el metabolismo de aminoéacidos
es probablemente diferente, al menos cuantitativamente.



La forma tripomastigote sanguinea tiene la posibilidad de usar glucosa como principal
fuente de carbono, mientras que la fuente utilizada por la forma amastigote no se encuentra
bien definida aun. Por otro lado, la forma epimastigote que se aloja en el insecto vector,
probablemente dependa casi exclusivamente de los aminoéacidos 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 deberan ser derivados de aminoacidos provenientes de la degradacién de la
hemoglobina por medio de las peptidasas del insecto. La actividad incrementada de la
GluDH-NADP en esta forma del parasito sugiere que la enzima debe tener un rol conectado
de algun modo con el catabolismo y la generacion de energia, pese al hecho de que en
otros organismos bioquimicamente méas 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-NADP dependiente (GluDH-NADP) de
Trypanosoma cruzi fue purificada a homogeneidad proteica a través de una modificacién
del protocolo original. Al cambiar el paso de la columna de Sephadex G-200 por una
columna de afinidad en Blue Sepharose se logré una mejor purificacién en igual nimero
de pasos. La enzima se purificé 60 veces con un rendimiento del 58%.

(2) La obtencién de secuencias peptidicas de la GluDH-NADP por tratamiento con
tripsina, BrCN y las endoproteinasas Arg-C y Lys-C, junto con la secuencia del extremo N-
terminal (determinada previamente en el laboratorio) permitié conocer la secuencia del
30% de la molécula, que mostré una homologia del 74% con la enzima correspondiente
de E. coli.

(3) Se pudo determinar la secuencia completa de 2 genes que codifican para la
GluDH-NADP provenientes de dos cepas de parésitos, Miranda 76 (M76) y Tul2, llamados
TcGluDH} y TcGluDH_ respectivamente (Nimero de Acceso al GenBank AF009364 y
AF009365). En ambos casos el marco abierto de lectura consiste en 1338 nucleétidos
codificando para una proteina de 446 aminoécidos. Las secuencias proteicas de TcGluDH
y TcGluDH> presentan una identidad del 96%. En la region GGGKGG de la secuencia
proteica se encuentra conservado el residuo Lys 128 del sitio activo deducido por homologia
con otras GluDHs descriptas en la bibliografia. De la misma manera pudieron identificarse

los aminoacidos criticos de la proteina para la unién a la coenzima.

(4) La comparacién de las secuencias proteicas de TcGluDH] y TcGluDH>2 con
otras GluDHs-NADP del banco de datos, indica que hay una relacién mayor entre la enzima
de T. cruzi con las correspondientes de E. coli, Salmonella thyphimurium y Haemophilus
influenzae, que con la enzima de otros eucariontes como G. intestinalis, C. sorokiniana,
N. crassay S. cerevisiae.



(5) Experimentos de Southern blot usando como sonda el gen completo TcGluDH
mostraron que cuando el ADN genémico es digerido con diferentes enzimas de restriccion
se puede detectar la presencia de mas de un gen por genoma haploide. El patrén de
bandas més claro se detect6 con las cepas Tul2 y RA, el clon CA-1/72 de T. cruziy con el
ADN de T. rangeli. En cambio no se detectaron senales en los experimentos con ADN de
C. fasciculatay L. mexicana, sugiriendo que en estos organismos posiblemente los genes
sean poco homélogos a los de T. cruzi.

(6) Se determiné un polimorfismo solo para la enzima de restriccién EcoRI en
ADN genémico 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 gen6émico de la cepa M76 y de la cepa Tul2, se
encontraron varios cambios conservativos en los primeros 40 nucleétidos que apoyan los
resultados del Southern blot acerca de la existencia de varios genes. Dichos cambios se
producen siempre en la tercera base del codén y en algunos casos se sustituye
completamente el codén sin provocar cambios en la secuencia de aminoécidos de la
proteina.

(8) Mediante experimentos de digestiones parciales se pudo concluir que los genes
para la GluDH-NADP no se encuentran dispuestos en tandem.

(9) Los experimentos de PFGE y Southern blot para determinar la ubicacién
cromosomal de los genes de la GluDH-NADP revelaron dos zonas de hibridizaciéon en
distintos parasitos. Una de ellas corresponde a la zona de compresién (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 hibridizacién con los cromosomas de C.
fasciculata y L. mexicana. En T. rangeli solo se detecta una zona de hibridizacién débil
con el ADN en la zona del origen, sugiriendo que posiblemente un gen homélogo se
localiza en un cromosoma muy grande.

(10) En experimentos de Northern blot, comparando distintas cepas, clones y
formas del ciclo de vida del parasito, se detectaron senales en la forma epimastigote de

las cepas RA, Tul2 y el clon Sylvio, siendo apenas detectables en las formas trypomastigote



y amastigote de RA. Las diferencias obtenidas en las sefales de las distintas formas del
ciclo de vida de T. cruzi indican que la GluDH-NADP es una enzima regulada en el desarrollo.
No se detectaron senales en C. fasciculata y L. mexicana.

(11) La determinacién de la actividad especifica y la comparacién a nivel de la
cantidad de proteina GluDH-NADP en las distintas formas del ciclo de vida de T. cruzi

mostraron una buena correlacién con los resultados del Northern blot.

(12) El gen clonado y secuenciado TcGluDH) de la cepa M76 fue expresado como
una proteina 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 induccién
de la proteina recombinante provoca un aumento en la actividad de aproximadamente

550 veces con respecto al control de células sin transformar con el plasmido recombinante.

(13) La enzima recombinante fue purificada, a partir de células inducidas, por
cromatografia de afinidad en Blue Sepharose de la misma manera que la enzima natural.
La purificacién en un solo paso permitié la produccién 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 posibilidad de la existencia de dos genes codificando isoformas
de la GluDH-NADP con diferente localizacién subcelular (citosélica y mitocondrial),
diferenciadas por la presencia o ausencia de un péptido de transito a la mitocondria, se
realizaron experimentos de RT-PCR semianidada. Los resultados obtenidos permiten
asegurar que la enzima estudiada en nuestro laboratorio es citosélica excluyendo la

presencia de una isoforma mitocondrial.
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