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Resumen

En el intestino de su vector, insecto hematéfago, Trypanosoma cruzi, se
encuentra expuesto a una gran variedad de compuestos. Algunos de éstos
inducen la diferenciacién del parasito hacia su estadio de tripomastigote
metaciclico, que es la forma infectante. Este proceso implica la activacion de
vias especificas de sefalizaciéon. En esta Tesis investigamos la generacion
de moléculas liposolubles con actividad metaciclogénica y su mecanismo de
acciéon. Demostramos que los acidos grasos libres, juegan un rol importante
en la metaciclogénesis, el que puede explicarse por la activaciéon de la
proteina kinasa C (PKC). La generacién de estos acidos grasos libres tiene
lugar por efecto de fosfolipasas exégenas (del intestino del vector) y
endbégenas (del ftripanosoma) actuando en forma concurrente. Estas
fosfolipasas han sido aisladas y caracterizadas. Los acidos grasos libres
estimulan la generaciéon de diacilglicerol, contribuyendo a explicar su efecto
activador sobre la PKC. A este efecto, se suma la aparicién de aumentos de
calcio citoplasmico, por exposicidbn a extractos intestinales, que ha sido
demostrada anteriormente, con lo que se generan simultaneamente los dos
segundos merisajeros (iones calcio y diacilglicerol), requeridos para la
activacion de la PKC.

Estudios previos indicaron que la digestion de la hemoglobina genera
péptidos metaciclogénicos que actian a través de la proteina kinasa A (PKA)
del parasito. Existen en consecuencia mecanismos redundantes, mediados
por la PKC y la PKA, que aseguran la diferenciacién celular en Trypanosoma
cruzi. En ambos casos, péptidos de la hemoglobina y acidos grasos libres,
son productos de la digestion de la sangre. Un posible significado biolégico
de estas observaciones es que dichos productos desempeiien un rol
coordinador entre la fisiologia alimentaria del insecto y la aparicion de las
formas infectantes del parasito.



Abstract

Inside the intestinal medium of its blood sucking vector, Trypanosoma cruzi is
exposed to large variety of compounds. Some of these induce the
differentiation of the parasite to its infective metacyclic trypomastigote stage.
This process implies the activation of specific signaling pathways. In this
Thesis we investigate the generation of lipid soluble molecules with
metacyclogenic activity and their mechanism of action. We show that free
fatty acids play a key role in this process which can be explained through the
activation of protein kinase C (PKC). The generation of those free fatty acids
takes place through exogenous (intestinal) and endogenous (trypanosomal)
phospholipases which act concurrently. These phospholipases have been
characterized in this work. The free fatty acids stimulate the formation of
diacylglycerol thus, accounting for the PKC-activating effects. Cytoplasmic
calcium peaks have been demonstrated to take place upon stimulation with
the intestinal extracts. Therefore, both second messengers, diacylglycerol
and calcium; appear simultaneously as required for PKC activation.

Previous work has shown that peptides derived from the digestion of
hemoglobin, have metacyclogenic activity through the activation of protein
kinase A (PKA) in the parasite. Thus, there are redundant mechanisms,
involving PKC and PKA that ensure cell differentiation in Trypanosoma cruzi.

In both cases, hemoglobin peptides and free fatty acids, the regulatory
compounds, are blood digestion products. A possible biological meaning of
these observations is that such products serve a coordinated role between
the feeding physiology of the insect and the appearance of the infective
forms of the parasite.
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Introduccion

ENFERMEDAD DE CHAGAS Y TRYPANOSOMA CRUZI

1. RESENA HISTORICA

Trypanosoma cruzi, el agente etiolégico de la Enfermedad de Chagas, es un
protozoo flagelado, digenético, es decir con dos hospedadores distintos, uno
de ellos insecto hematéfago triatomineo, y otro, un mamifero que puede ser
de especies diversas, incluyendo marsupiales. El ciclo de vida comprende
distintos estadios que presentan profundas diferencias morfolégicas y

fisiologicas [1].

El paréasito fue descubierto por Carlos Chagas en Minas Gerais, Brasil, en
1909. Lo denominé asi en homenaje a su maestro Oswaldo Cruz. Chagas
encontré el parasito por primera vez, en las heces de un insecto hematéfago,
Pastrongylus megistus, y lo relacioné con una enfermedad que padecian los
pobladores de la zona [2].

2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucion geogréafica del parasito es coincidente con la del insecto
vector y se asocia a factores socioeconoémicos deficientes que favorecen la
instalacién del insecto en la vivienda humana y/o en el peridomicilio. Se han
encontrado tnatomineos infectados desde el paralelo 40° de latitud Norte en
USA hasta el paralelo 45° de latitud Sur, en Argentina y Chile [3] (Figura 1).
En Argentina, la zona endémica comprende desde el limite norte con Bolivia,
Paraguay y Brasil, hasta el norte de la provincia de Chubut, pero se han
comunicado casos en humanos ain en Tierra del Fuego [4].



Introduccion

Figura 1: Distribucion geografica de la Enfermedad de Chagas

B Zona endémica

3. VIAS DE TRANSMISION

Trypanosoma cruzi puede ingresar al organismo por diferentes mecanismos:
por transmisién vectorial, transfusional, transplacentaria, transplante de
6érganos y menos frecuentemente accidentes de laboratorio. Sin lugar a
dudas, la mas importante numéricamente es la vectorial, representando mas
del 80 % de la transmision en humanos, mientras que un 15 % corresponde

a la transfusional [5].

4. ENFERMEDAD DE CHAGAS

La Enfermedad de Chagas se limita al continente americano y esta
ampliamente distribuida en América Latina. La Organizacion Mundial de la
Salud ha estimado que 90 millones de personas viven en areas endémicas y




estan expuestas al nesgo de contraer la infeccion; de esa cantidad 16 a 18
millones ya estan infectadas [6].

Los cambios anatomopatolégicos que se producen durante la historia natural
de la enfermedad de Chagas son bastante conocidos gracias a los intensos
estudios y numerosas publicaciones realizadas hasta la fecha. La interaccion
del parasito con su hospedador humano, es una relacién dinamica resultado
de multiples factores ligados al Trypanosoma cruzi (cepa, virulencia,
cantidad de inéculo) y al hombre (edad, sexo, estados inmunolégico y
nutricional). Genéricamente se distinguen tres etapas en la enfermedad:
aguda, indeterminada y crénica.

4.1 Etapa aguda

La enfermedad aguda puede presentarse en forma aparente o inaparente.
La primera se produce con mayor frecuencia en nifios pequefios, y la
segunda puede desarrollarse en todas las edades y generalmente se
presenta como un cuadro febril pasajero e inespecifico [7].

La infeccién reciente no suele ser evidente debido a que los signos y
sintomas son tan leves que no se relacionan con la infeccién por T. cruzi.
Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud sefialan que esta etapa es
diagnosticada s6lo entre el 1-2 % de los pacientes [6]. En los pocos casos en
que aparecen sintomas y se reconoce la infeccién, el punto de entrada del
parasito muestra un °“chagoma” primario que se suele acompafiar de
tumefaccién de ganglios linfaticos satélites. Estos signos pueden ser
seguidos de fiebre y hepatoesplenomegalia. Anemia, trombocitopenia,
leucocitosis con predominio de linfocitos y funcién renal alterada son alguna
de las anomalias mas frecuentes determinadas en el laboratorio. Se han
reportado casos de nifios pequefios con sintomas de miocarditis o
meningoencefalitis aguda, sin embargo, la mortalidad suele ser baja, excepto
en los casos con afeccién cardiaca o de sistema nervioso central [7].



Durante esta etapa los tripomastigotes se encuentran en sangre periférica y
también en fluido cerebroespinal, donde el parasito se replica mayormente
en las células del sistema reticuloendotelial mediante ciclos asincrénicos [8].
Esta caracteristica de parasitemia elevada tiene como consecuencia la
posibilidad de realizar diagnésticos directos, detectando la presencia del
parasito o de sus antigenos.

Esta es la unica fase de la infecciéon en la que hasta el momento se ha
conseguido lograr la cura parasitolégica, mediante la administracién de
farmacos tales como Nifurtimox y Benznidazol.

4.2 Etapa indeterminada

La mayoria de los pacientes chagéasicos agudos no tratados evolucionan a la
llamada forma indeterminada pasados los 2 0 3 meses.

Esta fase consiste en la presencia de infeccién, revelada por serologia,
asociada a la ausencia de sintomas, con examenes clinicos,
electrocardiogréaficos y radiologicos (de corazén, eséfago y colon) normales
[6]. Esta es la forma mas frecuente encontrada en la poblacion infectada y
no se han reportado casos mortales, debido a la faita de alteraciones clinicas
y anatomopatolégicas. S6lo entre un 10-20 % de los pacientes en etapa
indeterminada evolucionara a la etapa crénica [2,6].

4.3 Etapa crénica

Después de un periodo asintomatico latente que puede durar 10 afios o
mas, un porcentaje variable de personas (10-20 %), dependiendo de la zona
geogréfica, la cepa de parasito y de -caracteristicas intrinsecas al
hospedador, presentara las manifestaciones cardiacas o digestivas que
caracterizan a la fase crénica de la enfermedad. En Argentina, la forma de
presentacién mas frecuente es la cardiomiopatia crénica [7,9].

Se ha determinado que si bien no tiene relacién con el sexo o la raza, la
incidencia es maxima entre la segunda y cuarta década de la vida. Los

4



Introduccion

sintomas méas habituales son disnea y palpitaciones. Sin embargo,
alteraciones electrocardiograficas como bloqueo de rama derecha o
hemibloqueo anterior izquierdo o ambos; extrasistoles ventriculares
unifocales y cambios primarios de la onda T, se consideran compatibles con
cardiopatia chagasica leve. En los casos graves, la cardiomegalia se
acompafia de bloqueo auriculoventricular, extrasistoles frecuentes y
multifocales y fibrilacién auricular [2,10,11]. Una de las lesiones cardfacas
tipicas descriptas es el aneurisma de la punta [2].

El pronéstico de pacientes con manifestaciones cardlacas evidentes o
intensas es malo. Habitualmente no sobreviven mas de cinco afios. Algunos
pacientes sufren una muerte stbita por taquicardia paroxistica y fibrilacién
ventricular y, mas del 50 % presentan insuficiencia cardiaca [6,10].

Las manifestaciones digestivas de la enfermedad de Chagas, como el
megacolon y megaeséfago, se han encontrado principaimente en pacientes
de la zona central de Brasil, donde esta manifestacion parece ser mas
frecuente [12]. Mas de dos terceras partes de los casos de megaeséfago
aparecen en personas de 20 a 60 afios de edad, de las que el 66 % son
hombres. Los sintomas mas frecuentes son disfagia y odinofagia, con los
consiguientes signos de malnutricién [7,12].

En esta etapa se utiliza tratamiento farmacolégico de los sintomas arritmicos
y, si bien los métodos terapéuticos habituales no son totaimente efectivos en
la etapa cronica, se ha demostrado que un control de la parasitemia en las
tres fases de la infecciébn mejora la prognosis de la enfermedad [13].

Cabe destacar que como hasta el momento no existe un tratamiento
totalmente efectivo contra todos los periodos de la enfermedad ni tampoco
una vacuna, el control del vector y el mejoramiento de la vivienda son atn
los métodos mas seguros para prevenir la enfermedad de Chagas en area
endémica. Por ejemplo, en nuestro pais los métodos de fumigacién de
viviendas han producido un descenso muy importante del nimero de
infectados por transmisién vectorial [3,6].



5. EL PARASITO

5.1 Clasificacion taxonémica

Los tripanosomas de los mamiferos han sido divididos en dos Secciones:
Salivana y Estercoraria [14]. Trypanosoma cruzi pertenece a la segunda y es
el Unico parasito patdégeno dentro de dicha seccién. La caracteristica
principal de los representantes de Estercoraria es que son transmitidos por
un insecto vector que elimina las formas infectantes del parasito mediante

sus deyecciones.

La identificacién de Trypanosoma cruzi y su clasificacién taxonémica derivan
de estudios morfolégicos, biolégicos, bioquimicos y genéticos.

Reino: Protista
Subreino:  Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora

Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Subgénero: Schlzotrypanum
Especie: cruz/

5.2 Estructura

Una de las caracteristicas mas interesantes del Trypanosoma cruzi, es la
existencia de una Unica mitocondria, que se extiende por toda la célula.
Como en todas las células eucariotas, la mitocondria de los tripanosomas
posee ADN. Sin embargo, ademés de un ADN que se asemeja al hallado en
otras mitocondnas, se encontr6 una gran cantidad de ADN que se organiza
en forma de minicirculos y se concentra en una regién de la mitocondria,
localizada debajo del: corpusculo basal, dando origen a una estructura
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intramitocondrial llamada kinetoplasto. Esta estructura es distintiva del Orden
Kinetoplastida. Este ADN presente en el kinetoplasto o k-ADN, representa
el 20 % del total de ADN del parasito [15].

Se han determinado variaciones significativas de las mitocondrias durante el
ciclo de vida del parasito. Investigaciones realizadas en T. brucei sefialan
que si bien las formas multiplicativas encontradas en el insecto tienen
mitocondrias funcionales, en los estadios presentes en el hospedador
mamifero, las mitocondrnas son practicamente inexistentes. Estas
variaciones indican la capacidad de estos protozoarios de alternar entre un
metabolismo mas oxidativo, con intensa participacion mitocondral, y un
metabolismo fermentativo, donde participan enzimas halladas en otra
organela particular: el glicosoma.

Desde los prmeros estudios sobre la ultraestructura de los
tripanosomatideos se observé la presencia de una organela envuelta por
una membrana y que posela una matriz relativamente densa. Esta estructura
denominada glicosoma, fue aislada y caracterizada por primera vez por
Opperdoes y col, mostrando que practicamente todas las enzimas de la via
glicolitica del protozoano estaban localizadas alli [16].

En varias oportunidades han sido descriptas en.- el parasito, asi como
también en otros tripanosomas, estructuras citoplasmaticas delimitadas por
unidades de membrana que contienen en su interior un material electro-
denso. Estas estructuras han sido denominadas granulos de volutina,
cuerpos densos, etc. La utilizacion de la microscopia electronica ha
permitido detectar la presencia de calcio y fésforo en algunas de estas
organelas [17]. Estudios bioquimicos realizados en T. cruzi y T. brucei
sefialaron la existencia de una organela citoplasmética que tiene un pH
acido, siendo acidificado por accién de una protén ATPasa vacuolar y que
también posee una Ca?* ATPasa. Esta estructura descripta por Docampo y
col fue llamada acidocalcisoma [18,19].



El parasito se moviliza mediante un unico flagelo que nace del cuerpo basal
o kinetosoma, situado cerca de la envoltura mitocondnal del kinetoplasto,
surgiendo por el bolsillo flagelar, rasgo caracteristico de la Familia
Trypanosomatidae. Este kinetosoma es una estructura cilindrica constituida
por 9 tripletes de microtubulos. E! flagelo, en cambio, presenta 9 pares de
microttbulos periféricos longitudinales y un par central que desaparece en
su porcién distal, ademés de una vaina que lo envuelve y que es una
extensién de la membrana celular. El 6rgano de locomocién del parasito esta
constituido, entonces, por el flagelo mas el kinetosoma [15].

5.3 Estadios evolutivos

La morfologia celular, la motilidad, la posicion relativa entre el nicleo y el
kinetoplasto (antenor, lateral o posterior) y la forma de salida del flagelo del
bolsillo flagelar (central o lateral) definen las diferentes formas evolutivas
para los tripanosomas: esferomastigote, epimastigote, tripomastigote y
amastigote (Figura 2) si bien existen una serie de formas intermediarias [20].

e Esferomastigote: estadio replicativo y no infectivo que se halla tanto
en el sistema digestivo del insecto vector como en determinadas situaciones
experimentales in vitro. Tiene forma esférica, 24 um, con el flagelo
extracelular pequefio, bordeando el cuerpo del parasito.

° Epimastigote: estadfo replicativo y no infectivo que se encuentra en el
intestino del vector y en cultivo axénico. Posee forma elongada, 2040 x 2
pm, con un flagelo que se origina en el kinetoplasto, por delante del ndcleo.
Dicho flagelo emerge por el costado del cuerpo celular y se libera por el
extremo anterior, arrastrando la membrana citoplasmatica en un trayecto
breve, onginando una imagen de membrana ondulante corta.
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. Tripomastigote: forma no replicativa pero infectiva, presente en la
ampolla rectal del insecto vector, en cultivo en medio axénico (tripomastigote
metaciclico), en cultivos celulares y en la sangre del hospedador mamifero
(tripomastigote sanguineo o circulante). Tiene una forma elongada, 20-32 x 2
um, con el kinetoplasto ubicado detras del nucleo. El flagelo emerge a partir
del kinetoplasto y se libera por el extremo anterior, dando entonces una

imagen de membrana ondulante extensa.

. Amastigote: estadio replicativo que se halla en el citoplasma de las
células del hospedador mamifero o en cultivo celular. Su forma es

caracteristicamente esférica u ovalada, 2-4 um, y carece de flagelo libre.

Figura 2: Estadios de Trypanosoma cruzi
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6. EL INSECTO VECTOR
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El primer registro de triatomineos en América data del afo 1590, cuando

Lizarraga los describié en su viaje a la Argentina, especificamente en la

provincia de Tucuman. También Carlos Darwin se refirié a ellos en su viaje

por América del Sur.

6.1 Clasificacion Taxonomica

Reino:
Phylum:
Clase:
Orden:
Familia:

Subfamilia:

Géneros:

Animalia
Artropoda
Insecta
Hemiptera
Reduviidae
Triatominae

Pastrongylus, Triatoma, Rhodnius, etc.

10
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6.2 Generalidades

Mas de 110 especies de insectos de la familia Reduviidae y subfamilia
Triatominae actuan como vectores de la Enfermedad de Chagas. Las
distintas especies y subespecies que conforman esta subfamilia han sido
identificadas taxonémicamente por las caracteristicas morfolégicas de sus
adultos.

Clasicamente Trypanosoma cruzi es transmitido en América Latina por estos
insectos hematéfagos, que frecuentemente colonizan viviendas pobres,
emergiendo durante la noche de entre las grietas de las paredes y techos
para alimentarse sobre los habitantes dormidos y animales domeésticos [1].
Ejemplos de esos insectos son Pastrongylus megistus, Triatoma infestans y
Rhodnius prolixus, siendo en nuestro pais Triatoma infestans (“vinchuca”) el
responsable mas frecuente de la transmisién domiciliaria (Figura 3).

Los triatomineos han sido primitivamente insectos selvaticos, en focos
naturales directamente en relacién con sus fuentes alimenticias, siendo la
posibilidad de acceso a dicha fuente de alimento la que condiciona el tipo de

habitat en el cual se establecen.

Figura 3: Vectores de la Enfermedad de Chagas

T. infestans R. prolixus P. megistus

LA
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6.3. Caracteristicas morfolégicas

Estos insectos son alados o &pteros, dependiendo del estadio, son
aplanados dorsoventralmente y poseen un aparato bucal suctopicador. Son
oviparos y su metamorfosis es incompleta o hemimetabola.

Su cabeza es pequefia con ojos compuestos y ocelos. Posee también una
trompa y antenas. Estas antenas se ubican por delante de los ojos y su
modalidad de implantacién es la que permite la caractenzacion de los
diferentes géneros de tnatomineos.

Dorsalmente, presentan un térax trapezoidal, conocido como pronoto, que
también se utiliza para su ubicacién sistematica (Figura 3).

El estadio adulto se caracteriza por poseer un par de alas anterores
diferenciadas en una parte basal oscura (cono) y otra distal (membrana) que
se pliegan sobre el abdomen. Dicho abdomen esta constituido por
segmentos que presentan un borde saliente que se denomina conexivo; en
el conexivo las diferentes especies presentan manchas de color, que son de
valor taxonémico [21].

La mayorfa de los hemipteros son fitéfagos, sin embargo, la familia
Reduviidae agrupa dos tipos de insectos, uno predador que se alimenta de
otros insectos y un segundo estrictamente hematéfago. Las caracteristicas
de la trompa pemiten distinguir las especies hematéfagas de las predadoras
y de las fitofagas. La primera esta constituida por 3 segmentos rectos,
mientras que la segunda presenta también 3 segmentos pero cada uno de
ellos es ligeramente curvo. La Ultima o fitéfaga, presenta una trompa larga
con 4 segmentos [21]. Los insectos hematéfagos, en el momento de
alimentarse, excretan saliva lubricante y con efecto anestésico. Esta es
vertida en la piel y tejido subcutaneo del hospedador por el canal salival,
ubicado en la trompa por debajo del canal alimenticio (por donde pasa la
sangre). Ambos canales se encuentran ubicados dentro de un tubo
articulado constituyendo la pieza bucal.

<

12



Introduccién

El aparato digestivo de este insecto, lugar donde T.cruzi cumple parte de su
ciclo evolutivo, esta constituido por 3 secciones: intestino anterior, medio y
posterior. El primero comprende a su vez el aparato bucal y el eséfago, que
desemboca en el proventriculo, primera porcién del intestino medio.
Continda luego el estbmago o promecenterdn, que se dilata y ocupa gran
parte de la cavidad general del triatomineo cuando éste se alimenta. La
tercera seccion corresponde al intestino posterior, que en su porcién terminal
presenta la ampolla rectal, lugar donde desembocan los tibulos de Malpighi
cuya funciéon es absorber diversas sustancias y eliminar metabolitos [7]
(Figura 4).

Figura 4: Sistema digestivo de los Triatomineos

I: aparato bucal y eséfago, Il: estbmago o promecenterén, lll: intestino
posterior, IV: ampolla rectal. Extraido de Kollien, A.H., Schaub, G.A. (2000) The
development of Trypanosoma cruzi in Triatominae. Parasitol. Today 16(9):381-387.
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En el ciclo de vida del triatomineo, se reconocen cinco estadios ninfales con
un imago adulto reproductivo, estando las mudas relacionadas con la
temperatura. Todos estos estadios son hematéfagos, y sélo con fuentes
sanguineas de alimentacién se cumplen los pasos de su metamorfosis,
entonces son capaces de transmitir al Trypanosoma cruzi durante todo su
ciclo de vida [7,22]. El insecto depende de la ingesta de hemoglobina tanto
para pasar de un estadio ninfal al siguiente, como, en el caso de la hembra,
para la maduracién ovarica y oviposicion.

Los vectores pueden alimentarse en diferentes hospedadores y si bien es
comun la alimentacion mixta, pueden tener hospedadores preferenciales.
Algunas especies de insectos subsisten a través de alimentaciones
abundantes y pueden permanecer por largos perfodos de ayuno sin sufrir
dafos funcionales, mientras que otras requieren de ciclos periédicos de

alimentacién.

6.4 Ciclos de transmision

Existen tres tipos de ciclos de transmisién de Trypanosoma cruzi en los que
interviene el vector. El ciclo doméstico, que perpetia la infeccién en seres
humanos y animales domésticos, funciona principalmente en viviendas
rurales o de las zonas periurbanas con paredes de adobe y techos de paja.
Los principales reservorios del parasito son los seres humanos, perros,
gatos y, en algunos paises, los cobayos. El vector vive y se multiplica en
grietas de las paredes, agujeros del techo, debajo y detras de los muebles y
de los cuadros. En el ciclo selvatico intervienen tnatomas selvaticos que se
infectan y a su vez infectan a roedores, marsupiales y otros animales
salvajes. El tercer ciclo es el peridoméstico, en el que intervienen mamiferos
(roedores domésticos, marsupiales, gatos, perros, cabras) que entran y
salen libremente de las viviendas, o viven cerca de ellas, y triatomas
selvaticos atraidos a las casas por la luz y el alimento. Este ciclo
peridoméstico sirve de nexo entre los ciclos doméstico y selvético [3,22].
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6.5 Ciclo de vida del parasito

El Triatoma, vector hematéfago, ingiere tripomastigotes circulantes mientras
se alimenta sobre la sangre de un hospedador infectado. En el sistema
digestivo del insecto, los tripomastigotes ingeridos inicialmente se
diferencian a esferomastigotes y luego a epimastigotes. En una segunda
etapa, los epimastigotes que son proliferativos pero no infectivos se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos. Dicho proceso es conocido como
metaciclogénesis. La transformacion de los epimastigotes a las formas de
tripomastigotes metaciclicos ocurre naturalmente en el tracto digestivo del
insecto vector, como un paso esencial en la perpetuacién del parasito en la
naturaleza, a partir de su estadio infectivo en el mamifero [23]. Estos
tripomastigotes metaciclicos son estadios infectivos que se eliminan con las
heces del vector durante un nuevo episodio alimentario y son capaces de
penetrar por una herida o a través de una mucosa a los tejidos del
hospedador [7,23]. Luego del pasaje por la sangre del hospedador, el
parasito infecta diferentes tipos de células nucleadas. Dentro de las células
los tripomastigotes se diferencian a amastigotes que se dividen activamente,
transformandose en tripomastigotes circulantes nuevamente, los que son
liberados para infectar nuevas células o son ingeridos por un nuevo vector
[1,7,22].

Luego de la penetracién del tripomastigote a las células, el parasito puede
ser encontrado en una vacuola llamada parasitéfora. De inmediato, inicia un
proceso de transformacién a la forma de amastigote conjuntamente con la
destruccion de la membrana de dicha organela. Posteriormente, el
amastigote escapa de la vacuola y se encuentra libre en el citoplasma.
Cerca de 35 hs después, comienza un proceso de divisién celular binaria
que prosigue por varios dias, dependiendo de las caracteristicas de la cepa
de T. cruzi y de la célula hospedadora. Luego de aproximadamente 5 dias,
se observan en la célula hasta 500 amastigotes y se inicia un proceso cuasi-
sincrénico de transformacion de las formas amastigotes en tripomastigotes.
Al adquirir mediante la diferenciacién, un flagelo mas largo, los parasitos
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producen un movimiento intenso que, aparentemente es el responsable de la
ruptura de la célula hospedadora y la liberacién de los tripomastigotes al
espacio intercelular primero, y luego al torrente sanguineo [7].

6.6 Interaccion parasito-vector

Como se ha mencionado anteriormente, Trypanosoma cruzi se desarrolla a
través de un complejo ciclo de vida el cual transcurre en diferentes
ecosistemas: el intestino del insecto vector y el mamifero. Esta variacion de
medios se correlaciona funcionalmente con las diferenciaciones ciclicas del
parasito en sus diversos estadfos, respondiendo a las caracteristicas
particulares de cada uno de esos ecosistemas.

Existen importantes limitaciones en cuanto al conocimiento concemiente a
las interacciones entre el Triatoma y el parasito. Esta relacion puede
aparentemente ser modulada por diferentes parametros relativos a ambos,
parasito y vector [1,22]. Respecto a la influencia de éste ultimo, se han
descripto varios factores que interfieren con el desarrollo del parasito.
Muchos de ellos estan relacionados con las especies de Tratomas
involucradas e incluyen caracteristicas genéticas y estadios evolutivos,
mientras que ofros involucran a las moléculas presentes en el sistema
digestivo del insecto [1,22]. Considerando que los parasitos ingresan
conjuntamente con el alimento ingerido, diversos factores presentes en la
sangre deben ser requendos para su desarrollo y diferenciacion, asi como
también otros componentes secretados en el intestino del vector. Pereira y
col han determinado la presencia de receptores de lectinas en los
epimastigotes pero no en los tripomastigotes [24). La presencia de
actividades de lectinas en el intestino de R. prolixus y su reaccion selectiva
con T. cruzi pueden entonces, representar un rol regulatorio en la interaccion
entre el parasito y el vector durante el ciclo de vida.

Por otro lado, se ha observado que los tipanosomas se unen a la superficie
del epitelio-intestinal a través del flagelo, expandiendo su membrana para
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aumentar el area de contacto con la célula-sustrato. Esta unién, que se
produce tanto en epimastigotes como en tripomastigotes, es mediante
uniones conocidas como hemidesmosomas [25].

Es ampliamente aceptado que la diferenciacién del parasito en el insecto
vector prepara al mismo para su sobrevida al ingresar en el hospedador
mamifero, en el que se encontrara con un medio hostil, proporcionado por el
complemento presente en el suero. Mientras que los epimastigotes son
lisados por los componentes del complemento, los tripomastigotes son
capaces de resistir su acciébn. Ademas, los epimastigotes presentan
numerosos receptores para complemento mientras que en los
tripomastigotes éstos son escasos. Esta resistencia, presentada tanto por las
formas tripomastigotes metaciclicas como por las circulantes, es un proceso
que se conoce con el nombre de "preadaptacién”. Al respecto, se ha clonado
a parir de tripomastigotes, el dominio funcional del factor T-DAF
(Trypomastigote Decay-Accelerating Factor), que es una glicoproteina de 87-
93 kDa, con capacidad de inhibir la C3-convertasa del suero, y de impedir
que se complete la cascada del complemento con su efecto litico [26].

7. MODELOS DE METACICLOGENESIS

Entre los mecanismos que han sido propuestos para explicar la
diferenciacion de epimastigote a tripomastigote metaciclico, proceso
conocido como metaciclogénesis, dos de ellos son los mas aceptados. Uno
involucra a factores biolégicamente activos y el otro esta relacionado con la
falta de nutrientes esenciales o la acumulacién de determinados metabolitos
[27,28]. En el dltimo caso, la morfogénesis tendria lugar hacia el final de la
fase estacionana concomitantemente con el arresto de la multiplicacién.
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Diversos autores han determinado que la metaciclogénesis, puede ser
inducida in vitro a partir de diferentes metodologias. Entre ellas se destacan
los cultivos liquidos que imitan la orina del insecto [29], los que inducen
stress metabdlico [27] o los que poseen segundos mensajeros tales como el
AMPc [30].

En nuestro laboratorio, se ha desarrollado un modelo de diferenciacién de
epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos en medio axénico. Este
proceso es desencadenado por estimulacién de los epimastigotes con
extracto de intestino posterior de Triatoma infestans (Ei), disuelto en el
medio de cultivo Grace, de células de insecto. La exposicién de los parasitos
al Ei se lleva a cabo por 15 min a 28°C, retirandose luego el estimulo. La
incubacién se continta luego por un lapso de 8 a 10 dias, al cabo del cual se
observan los tripomastigotes metaciclicos [31,32].

Segun nuestra hipétesis, la interaccion de moléculas presentes en el Ei con
receptores de la membrana parasitana induciria en el citoplasma, la sintesis
y liberacién de compuestos especificos 0 segundos mensajeros, capaces de
controlar los procesos intracelulares que culminarfan con la
metaciclogénesis.

En ese sentido, se aisl6 de los extractos intestinales, una fraccién inductora
de la metaciclogénesis, constituida por varias proteinas de bajo peso
molecular (17 a 75 kDa) [33]. Investigaciones posteniores identificaron
diversos péptidos, presentes en el intestino del vector, que producen
activacion de la enzima adenilato ciclasa del parasito y estimulan
parciaimente la metaciclogénesis [34]. Los estudios de homologia
determinaron que dichos péptidos se originan a partir de la digestion del
alimento del vector (sangre de gallina, en nuestro laboratorio), ya que
poseen una secuencia idéntica al extremo N-terminal de la globina de
gallina, asf como también extensa homologia con las globinas humana y de

ratén [34].
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8. PROLIFERACION Y DIFERENCIACION EN TRIPANIOSOMATIDOS

Durante el ciclo de vida de los tnpanosomatidos existe una alternancia entre
las formas replicativas y no replicativas. En estas Ultimas debe existir un
mecanismo que bloquea el ciclo celular. Para estudiar los mecanismos que
median la division celular y la diferenciacién es necesario identificar las
moléculas especificas involucradas en los mecanismos de sefalizacién
intracelular. Dichas moléculas disparan procesos en respuesta a los cambios
en el medio que rodea al parasito en sus diferentes hospedadores. Estos
parasitos han desarrollado estrategias para coordinar las complejidades de
sus ciclos de vida, como se evidencia por la presencia de genes que
codifican proteinas-sefiales similares a las involucradas en los ciclos
celulares de las levaduras y los humanos. Asl por ejemplo, estan presentes
proteinas que coordinan la mitosis, incluyendo las que tienen homologia con
las ciclinas, las kinasas dependientes de ciclinas y otras proteinas
regulatorias [35,36). Esto sugiere que la diferenciacién y proliferacién de los
kinetoplastidos pueden ser controladas por mecanismos de transduccién que
se asemejan a los que existen en las células de mamiferos. El conocimiento
de esos mecanismos podria permitir disefiar nuevas drogas capaces de
interfenir con la capacidad de los Tripanosomas de adaptarse y sobrevivir en

su hospedador vertebrado [37].

9. MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES EN CELULAS
EUCARIOTAS

Las respuestas a cambios en el medio que rodea a las células estan
mediadas por vias de sefializacién que coordinan procesos que resultan en
la funcionalidad, el crecimiento y el desarrollo de las mismas. Generalmente,
en eucariotas esta coordinacién se realiza por circuitos regulatorios que
involucran proteinas kinasas, fosfatasas, proteinas G y moléculas de diversa
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naturaleza, segundos mensajeros, que participan en diferentes vias de
sefalizacién. Sin lugar a dudas la efectividad y regulacion en esos procesos
son cruciales para la vida normal de las células. Estas sefales estan
integradas para producir una respuesta fisiolégica que incluye cambios en el
citoesqueleto, modificaciones en la transcripcién de genes o la secrecién de
determinadas sustancias. Vanas moléculas han sido descriptas como
segundos mensajeros en una amplia variedad de células. Los mas
conocidos son el AMPs, GMP¢, diacilglicerol (DG), inositol trifosfato (IP3),

acidos grasos libres, lisofosfolipidos y ca” [38].

Los mecanismos de transduccion de sefiales desde el medio externo hacia
el interior, son de especial interés en protozoarios digeneicos como
Trypanosoma cruzi. Este parasito, en el invertebrado hematéfago y en el
mamifero se encuentra expuesto a diversos medios en los que, la
interaccion de moléculas circundantes con receptores de la membrana
parasitaria pueden inducir la generacibn de sefales de segundos
mensajeros que participan en el control de diferentes procesos celulares
tales como multiplicacién y diferenciacién. Un aspecto que permanece
parcialmente resuelto es el que esta relacionado con las vias de sefializacién
involucradas en la metaciclogénesis, proceso que se desencadena
evidentemente por sefiales de moléculas presentes en el intestino del
insecto vector. En esta Tesis intentamos dilucidar los mecanismos a través
de los cuales determinadas moléculas participan en la metaciclogénesis,
proceso que conlleva una detencién en el ciclo celular.

9.1 La proteina kinasa C

La proteina kinasa C (PKC), enzima que cataliza la fosforilacién de proteinas
en residuos serina y treonina, es el nombre colectivo de una familia de
proteina kinasas con multiples isoformas que poseen -caracteristicas
enzimolégicas individuales y exhiben patrones de expresién distintivos en
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diferentes tipos celulares. Cada una de ellas tiene funciones diversas en el
procesamiento y modulacién de una variedad de respuestas fisiologicas y
patolégicas a sefales externas [39].

Cuando la PKC fue descubierta en 1977, por el grupo de Nishizuka, no se le
adjudicé inicialmente un rol en la transduccién de sefiales [40]. Mas adelante

se determiné que la enzima era activada por ca” y era dependiente de
fosfolipidos [41] y se la ligd firmemente a la transduccién de sefales.

Se ha establecido que, cuando un ligando se une a ciertos receptores en la
superficie celular, se degradan fosfolipidos de la membrana generando
diacilglicerol, que actia como segundo mensajero, aumentando la afinidad
del calcio y de los fosfolipidos por la PKC y activandola [42,43]. La PKC
entonces fosforilaria una amplia vanedad de proteinas celulares. Oftros
hallazgos del mismo grupo, revelaron que la enzima esta constituida por dos
dominios funcionalmente diferentes. Uno regulatorio e hidrofébico, que
puede unirse a membrana, y que interactia con el calcio, la fosfatidilserina y
el diacilglicerol y el otro hidrofilico, que posee el centro activo catalitico, con
uniones al ATP y a las proteinas sustrato [44,45].

Existen varias isoformas en la familia de la PKC con diferente respuesta a
combinaciones de lipidos, incluyendo fosfolipidos, diacilglicerol, acidos
grasos libres, lisofosfatidilcolina y probablemente muchos otros metabolitos
en las membranas. Por ello, los patrones de activacién de esas isoformas
pueden varnar en duracién y localizacién intracelular [46]. Hasta el momento
han sido identificadas una gran variedad de las mismas en distintos tejidos
que pueden ser divididas en tres grupos. El primer grupo, PKCc, esta
compuesto por las cuatro isoformas convencionales (a, Bl, pll y v); que se
activan en presencia de Ca?'y son reguladas por diacilglicero! y fosfolipidos.
Las kinasas nuevas, pertenecientes al segundo grupo, PKCn, (3, ¢, n ¥ 9)
son independientes de Ca®* y son reguladas por diacilglicerol y fosfolipidos.
Y finalmente el tercer grupo, PKCa, esta formado por dos PKC atipicas (A y
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&) que también son independientes de Ca®* y no requieren diacilglicerol,
aunque los fosfollpidos regulan su actividad [46,47). Esta heterogeneidad en
la familia de la PKC, sugiere que las diversas isoformas deben tener roles
fisiolégicos especificos, correlacionandose los niveles de expresion
diferencial de cada una con el crecimiento celular [48] y/o la diferenciacién
[49].

Entre las diversas acciones de esta enzima, se ha descripto que puede
inducir la fosforilacién de ciertos factores de transcripcion que activarian o
inhibirfan la sintesis de determinados ARNm. Un ejemplo tipico lo constituye
la fosforilacién de una proteina que unida al factor de transcripcién NF-kB en
el citoplasma contribuye a mantenerlo en esta localizacion. La fosforilacion
causa la disociacion de este complejo y la liberacién del NF-kB, permitiendo
su migracién al nacleo induciendo la transcripcion de un grupo de genes
[50]. Se ha postulado también que una isoforma de PKC (PKCa), fosforilaria
y activaria a la proto-oncoproteina Raf 1, iniciando la via de sefiales de la
cascada de kinasas activadas por mitégenos (MAPK). Otros blancos de la
PKC han sido descriptos incluyendo miogenina, laminina B y P-
glicoproteinas [38].

En epimastigotes de Trypanosoma cruzi la PKC ha sido descripta y
caracterizada por Gémez y col. [51,52]. Esta enzima se encuentra tanto en
forma soluble como asociada a membrana y requiere Ca®* y fosfatidilserina
para ser estimulada por DG o forbol miristato acetato (PMA). Por otro lado,
se ha encontrado una enzima tipo PKC en Trypanosoma brucei [53], y se
detectaron en el mismo parasito, seis kinasas de proteinas que presentaban
durante el desarrollo de su ciclo distintos niveles de activacion, suginendo
que estas kinasas podrian jugar un papel alternante en la proliferacion y
diferenciacién [54,55].
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9.2 El diacilglicerol y su anéalogo estructural el forboi miristato acetato
En cuanto al DG, su funcién principal es, como se discutié6 anteriormente
activar a la PKC. En ausencia de estimulacién la enzima estad presente
soluble en el citosol cataliicamente inactiva. Un aumento en el Ca?®
citoplasmaético induce una traslocacién de esta enzima a membranas y otras
estructuras intracelulares, en las que fosforila a sus sustratos [39,46,56]. Asl,
la activacién depende de ambos Ca®* y DG.

Los promotores de tumores son compuestos no-carcinégenos por ellos
mismos, pero que pueden inducir tumores en animales previamente tratados
con una dosis subdptima de ciertos compuestos carcinégenos [57]. La
mayoria de los trabajos experimentales con promotores de tumores han sido
realizados con forbol ésteres, especialmente con 12-O-tetradecanoil forbol-
13-acetato, TPA, también conocido como forbol miristato acetato, PMA. Este
compuesto deriva de las semillas de la planta Croton tiglium. E| PMA y otros
forbol ésteres han mostrado generar efectos pleiotrépicos que incluyen:
estimulacién de la sintesis de macromoléculas, fosforilacién de histonas,
proliferacién celular, diferenciaciébn celular, sintesis de fosfolipidos,
modulacién del metabolismo de las poliaminas y de los nucleétidos ciclicos
[56-60]. Andlisis de cinética enzimatica indican que el PMA, que es un
andlogo estructural del diacilglicerol, es capaz de sustituir a éste lipido,
imitando su accién: aumentando la afinidad de la PKC por sus activadores:
Ca* y fosfolipidos [56,58,61,62]. Los trabajos de Gémez y col. han descripto
la accién de este forbol éster en Trypanosoma cruzi y han corroborado su
capacidad de activar a la PKC del parasito [51,52].

9.3 El inositol trifosfato y el i6n calcio

Con respecto a otro segundo mensajero bien conocido, el IP3, se sabe que
en células eucariotas se genera por la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2), por la accién de fosfolipasas C (PLC). La hidrélisis de PIP;
produce dos importantes moléculas: DG, el cual, permanece adosado a la
cara interna de la membrana, y el IP3 que es soluble en medio acuoso y por
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lo tanto se libera al citosol. Una vez formado, el IP; difunde hasta la
superficie del reticulo endoplasmico donde se une a un receptor especifico
que es un canal de Ca** compuesto por cuatro subunidades idénticas cada
una con un sitio de unién para el IPs. Induce entonces, la apertura de ese
canal y permite a los iones Ca* acceder al citoplasma [50]. Estos
incrementos en los niveles de Ca® citosélico juegan un rol crucial en la
transduccién de senales, disparando variadas respuestas celulares [63-67].
Ademas de la liberacion de Ca* al citoplasma a partir de reservorios
intracelulares, se han descripto sefiales que involucran la el ingreso del i6n
desde el medio extracelular. En la mayorfia de los casos, la liberacién
intracelular y la activacién de la entrada de Ca®* a través de la membrana
plasmatica, son procesos coordinados [68].

Numerosos estudios han demostrado que los epimastigotes de
Trypanosoma cruzi poseen un camino de sefializacién funcional a través de
inositol fosfatos y DG, el cual es activado por Ca®* [69,70]. Dicho i6n,
también ha sido involucrado en varios eventos importantes del ciclo
parasitario como por ejemplo la invasién celular [71-72]. Particularmente, en
nuestro laboratorio hemos determinado una relacién entre el aumento de
calcio intracelular ([Ca?]) y el éxito en la invasién del paréasito a la célula-
hospedadora [73]. En otros trabajos también hemos demostrado que durante
la interaccién entre los epimastigotes y el extracto de intestino de Triatoma
infestans se produce un aumento transiente de [Ca?"]; de aproximadamente
5 veces con respecto al valor basal [74]. Este aumento del [Ca*']; en el
parasito es uno de los requerimientos para la metaciclogénesis, aunque
otros factores presentes en el extracto intestinal serian ademéas necesarios
para desencadenar este proceso.

En otros parasitos protozoarnos como Trypanosoma brucei, Entamoeba
histolytica y Icthyophthirius (Ciliophora) Theronts, Leishmania donovani,
Plasmodium falciparum, también se ha relacionado el aumento de calcio por
movilizacién de reservorios intracelulares con la infectividad y/o citotoxicidad
[75-79].
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9.4 Las proteinas CaM kinasas

Como se comentd anteriormente, los aumentos en las concentraciones del
calcio citosdlico median respuestas de transduccion de sefales
transmembrana. Sin embargo, varios de los efectos del calcio intracelular
son modulados por un aceptor: |la proteina citosolica calmodulina (CaM). Los
complejos Ca®*/CaM activan protein-kinasas y otras enzimas que juegan un
rol importante en la transducciéon de sefales en células eucariotas. Entre
estas enzimas estan la proteina kinasa tipo Il, dependiente de Ca*/CaM
(CaM Kil) [80] y la AMPc fosfodiesterasa que degrada el AMPc, degradando
a este segundo mensajero [50]. Por otra parte, las CaM kinasas también han
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sido detectadas dentro de las vias de sefalizacidbn de varios eucariotas
inferiores, como Saccharomyces cereviseae [81,82] y Aspergillus nidulans
[83), asi como en Trypanosoma brucei [84-85]. Mas aun, se ha purificado y
caracterizado una CaM kinasa en el Trypanosoma cruzi [86,87], asi como
otras tres enzimas claves reguladas por complejos Ca®/CaM: una
fosfodiesterasa dependiente de Ca®/CaM [85], una ATPasa activada por
CaM (Ca*-Mg®) [88] y una proteina kinasa dependiente de Ca*'/CaM
particular [89]. Es interesante destacar que en nuestro laboratorio se ha
determinado que el tratamiento de los epimastigotes con las fenotiazinas:
calmidazolium, trifluoperazina y clorpromazina, compuestos que se unen e
inactivan a la calmodulina, inhiben la diferenciacion del epimastigote al

tripomastigote metaciclico [74].

9.5 El AMPc y la proteina kinasa A

En distintos tipos celulares, la activacion de la adenilato ciclasa genera
aumentos de AMPc intracelular. Esta es una enzima unida a membrana, que
posee dos dominios cataliticos en la cara citoplasmatica. Un modelo clasico
de activacion es la unibn de determinados ligandos a receptores de la
superficie celular, que se halla vinculada a una proteina trimérica
estimulatoria del tipo Gs. Los diversos efectos del AMPc estdan mediados a
travées de la accibn de proteinas kinasas dependientes de AMPc,
colectivamente denominadas protein-kinasas A (PKA), que fosforilan grupos
de proteinas especificas en diferentes tipos celulares. En ausencia de AMPc,
la PKA se encuentra en su forma tetramérica inactiva, mientras que por la
unién de este mensajero, la enzima se disocia, liberando dos subunidades
monoméricas que son cataliticamente activas y que fosforilan diferentes
sustratos [50]. Estas subunidades no sélo actian a nivel de citoplasma, sino
que también entran en el nucleo, donde fosforilan sustratos nucleares como
el factor transcripcional CREB. Este factor se une a determinadas
secuencias de ADN conocidas como secuencias CRE (elemento de
respuesta a cAMP), entonces la fosforilacion de CREB es necesaria para la
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transcripcion de ciertos genes que contienen promotores regulados por
CREB [90].

En eucariotas inferiores, el AMPc es un segundo mensajero importante para
el control de la division celular y la diferenciacion. Esto se ha demostrado en
varios organismos [91,92], incluyendo a Trypanosoma [lewisi [93],
Trypanosoma brucei [94] y Leishmania sp. [95].

Por otra parte, en Trypanosoma cruzi, se han caracterizado actividades
enzimaticas que dependen de AMPc en el estadio de epimastigotes y se
encontr6 que esa actividad reside en un unico tipo de proteina con
propiedades diferentes a las reportadas anteriormente en eucariotas
inferiores y superiores [37,96]. Rangel-Aldao y col. exploraron el posible rol
del AMPc en la diferenciacién del parasito y observaron que los
tripomastigotes (estadio no replicativo) tienen niveles de AMPc 4 veces
mayores que los epimastigotes [30]. Esto sugiere un rol para este segundo
mensajero en los mecanismos intracelulares de sefales que inducen la
diferenciacién. Esto coincide con trabajos previos que postulaban que el
AMPc seria un regulador negativo de la divisién celular de tripanosomatidos
[93,94].

Estudios realizados en colaboracién con nuestro laboratorio, muestran la
presencia, en extractos de intestino de Triatoma infestans, de péptidos,
derivados de la degradacion de la hemoglobina. Estos péptidos son
activadores de la adenilato ciclasa, enzima generadora de AMPc, del T. cruzi
y estimuladores de la metaciclogénesis [34]. EI modelo propone que los
péptidos luego de unirse a un receptor especifico presente en la membrana
del epimastigote, inducirian la activacion de la adenilato ciclasa. Una
proteina Gs estaria involucrada en las vias de transduccién de sefales
responsables del aumento intracelular de los niveles de AMPc. Esto
conduciria a la activacién de PKA, que podria determinar la fosforilacién de
proteinas blanco especificas, involucradas en la diferenciacién del

epimastigote al estadio de tripomastigote metaciclico.
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9.6 Los acidos grasos libres

Los acidos grasos insaturados han mostrado efectuar varias acciones
biolégicas, como la modulacién de los canales de iones, la fusion de
membranas y la activacion de proteinas kinasas, entre otras [46]. Asi,
Murakami y col. han sefialado que los acidos grasos cis-insaturados, como
el oleico y el araquidénico, pueden estimular la actividad de la PKC en
presencia o ausencia de Ca” y fosfolipidos [97,98]. Sin embargo,
investigaciones posteriores demostraron que la capacidad de activar a la
PKC no era exclusiva de los acidos grasos cis-insaturados, sino que los
acidos grasos frans-insaturados de cadenas de 16 y 18 carbonos activaban
a la enzima de una manera comparable a sus estereoisémeros cis [99].
Estos hallazgos son importantes porque sugieren la existencia de otros
mecanismos de activacion para la PKC, mediados por la liberacién de acidos

grasos a partir de fosfolipasas A.

Uno de los acidos grasos mas estudiados es el acido araquidénico,
precursor de prostaglandinas, que puede ser generado a partir de la
hidrélisis de fosfoinositidos, a través de dos reacciones consecutivas,
catalizadas por la fosfolipasa C y la diacilglicerol lipasa [100]. Sin embargo,
en la mayoria de los tipos celulares, el acido araquidénico y otros acidos
grasos son también liberados por la degradaciéon de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina por fosfolipasas A. Se ha postulado que la activacién de
fosfolipasas Az podria aumentar la concentracion de &acidos grasos en
localizaciones especificas en la membrana [101]. Mas aun, se ha encontrado
que la liberacién de menos del 1 % de los acidos grasos de la membrana
celular por tratamiento con fosfolipasas A2, resulta en una marcada
estimulacién de una actividad (Mg?*/Ca2)ATPasa en eritrocitos humanos
[102], sugiriendo que pequefias cantidades de acidos grasos constituyen una
sefnal capaz de modular actividades enzimaticas.
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9.7 Los lisofosfolipidos

La degradacién de fosfolipidos por parte de fosfolipasas A, genera no sélo
acidos grasos libres sino también lisofosfolipidos. Investigaciones de Oishi y
col. han demostrado que la lisofosfatidilcolina estimula especificamente a la
PKC en forma sinérgica con el diacilglicerol y en forma aditiva con el acido
oleico [103]. Estos descubrimientos sugieren que la lisofosfatidilcolina
derivada de la hidrélisis de fosfatidilcolina, por accién de fosfolipasas A,
puede jugar un rol en la transduccién de sefiales, por regulacién de la PKC,
interactuando con los otros dos activadores de la enzima: el diacilglicerol y

los acidos grasos libres.

Resumiendo, la integraciébn de los mecanismo de accién de las distintas
moléculas hasta aqui mencionadas se produciria cuando un ligando se une
a su receptor en la superficie celular. A partir de ello, tres eventos

. . . 2+ .
interrelacionados ocurren: (a) se libera Ca de los reservorios intracelulares,

(b) aumenta la permeabilidad de Ca”’ en la membrana plasmatica, y (c)
aumenta el contenido en diacilglicerol. Los dos primeros, conducen a un

aumento intracelular de Caz'. Ese aumento de calcio es detectado por
proteinas como la calmodulina, y como consecuencia un numero de
proteinas, entre ellas proteinas kinasas, y procesos dependientes de caicio
se activan, produciendo una respuesta celular inicial. Por otro lado, el

incremento en los niveles de Ca’" y en los contenidos de diacilglicerol
conducen a la activaciéon de proteinas kinasas C. Esta enzima cataliza la
fosforilacibn de una variedad de proteinas diferentes que serian
responsables del mantenimiento a largo plazo de las respuestas celulares
[39,46,50,56]. Ademads, se acumulan evidencias seglin las cuales, la
lisofosfatidilcolina y los acidos grasos libres, productos de la hidrélisis de
fosfolipidos por la fosfolipasas A han mostrado un efecto positivo en la
activacion de la PKC inducida por DG [38,97-99,103]. En consecuencia, la
PKC estaria ubicada en un punto estratégico en el que se entrecruzarian.
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varias vias de sefalizacion, que involucrarian al Ca , diferentes lipidos, asi

como también nucleétidos ciclicos y factores promotores de tumores.

10. FOSFOLIPIDOS Y FOSFOLIPASAS: GENERALIDADES

Los fosfolipidos son los componentes principales de las membranas
biolégicas. Dentro de ellos, los mas abundantes en las célualas animales
son |a fosfatidiletanolamina y la fosfatidilcolina, que contienen como cabezas
polares etanolamina y colina respectivamente. Otros fosfolipidos importantes
son la fosfatidilserina y el fosfatidilinositol [104]. Generalmente la posicion
sn-1 se halla esterificada por acidos grasos saturados, tales como el
paimitico y el estearico y, la posicién sn-2 acidos por grasos insaturados
como el oleico, linoleico o araquidénico [50].

Las enzimas que hidrolizan fosfolipidos, es decir, las fosfolipasas han sido
muy utiles para la determinacién de la estructura de dichos lipidos (Figura
6). Mientras que la fosfolipasa A; (PLA4) ataca la unién acil ester en la
"posicién sn-1 del fosfolipido, la fosfolipasa A; (PLA;) cataliza la hidrélisis de
la unién acil ester en la posicién sn-2. Estas enzimas, generan acidos grasos
libres y lisofosfolipidos. Estos ultimos son intermediarios en el metabolismo
de los fosfolipidos, pero s6lo aparecen en células y en tejidos en cantidades
muy pequefas. En concentraciones elevadas son téxicos y dafinos para las
membranas, actuando como verdaderos compuestos liticos, caracteristica
que dio origen a su nombre. Otros tipos de fosfolipasas son las Cy laD. La
fosfolipasa C (PLC) hidroliza la unién fosfodiester liberando diacilglicerol mas
una base fosforilada y la fosfolipasa D (PLD) libera la base de la cabeza
polar, formando acido fosfatidico [104].

En general, las fosfolipasas tienen especificidad por la posicién mas que por
un acido graso particular o un grupo polar, sin embargo marcadas
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preferenecias por determinadas cabezas polares han sido reportadas [105-
107]. Particularmente, las fosfolipasas que atacan fosfolipidos zwitteriénicos
son generalmente distintas de las que hidrolizan fosfoinositidos.

Se han descripto enzimas que hidrolizan los grupos acilos remanentes de los
lisofosfolipidos, catalizando el mismo tipo de reacciéon que las PLA; y la
PLA,. Esas enzimas son designadas en la literatura como lisofosfolipasas.

Figura 6: Sitios de actividad hidrolitica de las fosfolipasas
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10.1 Fosfolipasas A4

La distribucién y propiedades de estas enzimas han sido estudiadas desde
hace muchos afos, especialmente en ciertas bacterias como Escherichia
coli y en células de mamiferos. La PLA1 encontrada en bacterias se localizé
asociada a membranas y se la denominé inicialmente “fosfolipasa A
resistente a detergentes”, porque no era inhibida por estos compuestos sino
que por el contrario parecian estabilizarla [108]. Se describié que la enzima
no requeria Ca?* y que tenia un pH 6ptimo neutro. Fue purificada también de
otras fuentes como Bacillus megaterium y Mycobacterium phlei. En células
de mamifero fue hallada por primera vez en lisosomas por Mellors y col en
1967 [109], en cerebro bovino por Pete y col [110] y afios mas tarde
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Hostetler y col aislaron cinco isoformas acidas de la PLA; asociadas a
lisosomas de ratas [111]. Este mismo grupo purificé también una PLA; en
lisosomas de rifién de rata, que fue descripta como una glicoproteina, con
pH 6ptimo acido [112]. Si bien las diferentes enzimas encontradas varian en
peso molecular, punto isoeléctrico y contenido de carbohidratos, todas han
mostrado ser independientes de cationes bivalentes, actuar sobre una gran
variedad de fosfolipidos [111] y ser estabilizadas por la adicién de
detergentes [108].

Fosfolipasas que hidrolizan la posiciéon sn-1 también han sido descriptas en
diferentes eucariotas protozoarios. En Tetrahymena thermophila se hallé una
enzima con pH 6ptimo acido, que era secretada al medio [113,114). En un
estudio comparativo de cuatro especies de tripanosomas africanos, la PLA,
fue la mayor actividad fosfolipasa hallada y, dentro de ellas la enzima de
Trypanosoma brucei brucei revelé poseer una de las actividades mas
elevadas reportadas para organismos eucariotas y procariotas [115,116]. En
Trypanosoma cruzi, por ofra parte, estudios recientes de Bertello y col.
determinaron una actividad PLA; que actia sobre fosfatidilinositol e inositol
fosfoceramida, asociada a membrana [117].

10.2 Fosfolipasas A:
La PLA; fue la primera enzima fosfolipasa reconocida a partir de la
observacién de que el jugo pancreatico de mamiferos ¢ el veneno de cobra
podian hidrolizar fosfatidilcolina [118]. A partir de ese descubrimiento fue
subsecuentemente hallada en una gran variedad de venenos de serpientes y
glandulas exécrinas de mamiferos, donde posee un rol digestivo. Si bien las
PLA; encontradas inicialmente tenian actividades dependientes de Ca®, se
han descripto en los dltimos afios varios grupos de enzimas con distintas
propiedades respecto a las descriptas originalmente [119,120].
Las PLA; se clasifican segin sus caracteristicas estructurales dentro de
cuatro clases, que, a su vez pueden estar formadas por varios grupos de
< enzimas relacionadas [119,120]. Mientras que las sPLA; requieren Ca®* y se
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secretan, las cPLA; son citoplasmaticas y también requieren Ca®, las iPLA;
son intracelulares pero son independientes del idn y finalmente las PAF-AH
o PAF-PLA; son acetil hidrolasas del factor activador de plaquetas (PAF) y
tienen especificidad por acidos grasos de cadena corta.

Entre las fosfolipasas que atacan Pl, halladas en protozoarios, Bertello y col
hallaron evidencias de una actividad PLAz en Trypanosoma cruzi, que era
recuperada en la fraccion de membrana y que hidroliza fosfatidilinositol e

inositol fosfoceramida [117].

10.3 Fosfolipasas C

La PLC fue purificada por primera vez a partir del medio de cultivo de
diferentes tipos de bacterias, asi como también en células de mamifero [121-
123]. Estas fosfolipasas actian sobre varios sustratos siendo los maés
importantes fosfatidilinositol y fosfatidilcolina, aunque se han encontrado
efectos de PLC sobre esfingomielina [124,125]. Dentro de este grupo de
enzimas también existen numerosas isoformas que difieren en su estructura
y cinética, asi como también en su ubicacidn y regulacién [120].
Recientemente, se han identificado dos actividades de PLC que clivan PI
(P1-PLC) en Trypanosoma cruzi. una que libera ceramida a partir de inositol
fosfoceramidas y otra que libera alquil-acilglicerol, alquil-glicerol o
diacilglicerol a partir de fosfatidilinositol. Se postula que estas enzimas
podrian tener accién en los eventos de remodelacién involucrados en la
maduracién del ancla de glicofosfatidilinositol, tan caracteristica en este
parasito [117). Posteriormente Furuya y col. clonaron y secuenciaron el gen
que codifica para la PLC especifica de Pl del mismo parasito [126]. Estos
autores observaron que la enzima es muy similar a la descripta en
mamiferos, levaduras y plantas en términos de identidad de secuencia y de
conservacién de dominios. Por otro lado, también determinaron que el gen
se expresa en niveles muy elevados en los epimastigotes y amastigotes, y
que su expresion es inducida durante la diferenciacién de los tripomastigotes

al estadio de amastigote.
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10.4 Fosfolipasas D

Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en células de mamifero,
plantas, hongos y bacterias [127]. En los mamiferos su principal sustrato es
fosfatidilcolina, mientras que en otros sistemas es capaz de hidrolizar otros
fosfolipidos. Se han encontrado también en este caso, varias isoformas de
PLD, todas con cuatro regiones altamente conservadas, presentes también
en algunas enzimas de plantas, levaduras y bacterias.

11. LAS FOSFOLIPASAS Y SU ROL EN LA TRANSDUCCION DE
SENALES

La estimulacién de receptores en la superficie celular inicia una cascada de
degradacién de varios lipidos constituyentes de la membrana. Muchos de
esos metabolitos pueden potenciaimente actuar como segundos mensajeros
al ser generados a partir de la activacion de enzimas fosfolipasas

[38,46,120].

11.1 Fosfolipasas A

Como se menciond previamente, los efectos de diferentes fosfolipasas A
parecen mediar la generacion de diversos segundos mensajeros tales como
los acidos grasos y los lisofosfolipidos [101,102]. En células animales, se
han descripto un gran nimero de PLA; que exhiben roles diferentes, en la
transduccién de sefiales, en la generacién de diferentes factores, en la
remodelacién de la membrana y en el metabolismo de lipidos en general
[119]. Entre ellas, la PLA; citosdlica es responsable de la liberacién de acido
araquidénico de la fosfatidilcolina, evento que conduce a la generacién de
diversos mensajeros lipidicos eicosanoides [128). Los eicosanoides
participan en variados procesos biolégicos, tales como la contraccién de
musculo liso, la agregacién de plaquetas y la respuesta inflamatoria. Se ha
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determinado que cuando la fosfatidilcolina es hidrolizada por una PLA, la
lisofosfatidilcolina generada actda como precursora del factor activador de
plaquetas (PAF) [129].

Matsuda y col describieron una actividad fosfolipasa Ai1/Az, que hidroliza el
grupo acilo de ambas posiciones sn-1 y sn-2 de fosfatidiletanolamina, en
células HL-60 y observaron un aumento en dicha actividad durante Ia
diferenciacién a granulocitos [130].

Los trabajos de Eintracht y col [131], han estudiado algunos aspectos de la
regulacién del proceso de entrada de Ca®* a través de la membrana
plasmatica en tripanosomatideos, proponiendo que la PLA; juega un rol
pivotal en el control de la entrada de Ca®* desde el exterior, en las formas
sanguineas de T. brucei. Mas aun, trabajos recientes de Catisti y col [132]
proponen que los acidos araquidénico, linolénico y linoleico, generados por
accién de PLA; pueden inducir la entrada de Ca®** en los parésitos
prociclicos de T. brucei, los promastigotes de L. donovani y los amastigotes
de T. cruzi. Asi como también, la liberaciébn de ese i6n a partir de los

acidocalcisomas presentes en las formas prociclicas de T. brucei.

11.2 Fosfolipasas C

Como se discutidé anteriormente, la importancia de estas fosfolipasas en la
transduccion de senales, radica en la posibilidad de hidrolizar fosfoinositidos
de membrana generando IP3 y DG, que son capaces de liberar calcio de
reservorios intracelulares y de activar a la PKC, respectivamente (seccién §
9.1, 9.2 y 9.3). Al ser estimulados los receptores en la superficie celular, el
DG es inmediatamente producido por la degradacion de fosfoinositoles,
como resultado de la activacién de PLC. Los niveles de DG, sin embargo,
sufren posteriormente un nuevo incremento lento que persiste por minutos y
ocasionalmente por horas, manteniendo la sefial por mas tiempo. Diversos
investigadores consideran que esta nueva onda de DG resulta de la
hidrélisis de fosfatidilcolina, ya que el DG producido por la hidrélisis de
fosfatidilinositol es rapidamente convertido a acido fosfatidico, por accién de
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una DG-kinasa. Por el contrario, el DG producido por fosfatidilcolina, es un
sustrato pobre para las DG-kinasas y entonces, es degradado mas
lentamente por DG-lipasas [46].

Se han descripto 3 isoformas de la PI-PLC: B, y, 8 [133]. La activacién se
produce via proteinas G heterotriméricas, para las dos primeras isoformas,
mientras que la PLC & se une a receptores de kinasas de tirosina y es
activada por fosforilacion.

Se ha comentado previamente la existencia y funcionalidad de la via de
sefalizacion del inositoifosfato y el diacilglicerol en los epimastigotes de
Trypanosoma cruzi [69,70). La formacién de IP3 y diacilglicerol se observé
que era estimulada por Ca®", sugiriendo la presencia de una fosfolipasa
activa sobre Pl [69]. Se han hallado también diferentes inositoles fosfato en

amastigotes [134] y tripomastigotes [135].

11.3 Fosfolipasas D

Se ha descripto que esta enzima hidroliza principalmente fosfatidilcolina,
generando &cido fosfatidico y colina en respuesta a varios estimulos
extracelulares [136). El acido fosfatidico ha sido implicado como un segundo
mensajero importante en la regulacion de proteinas kinasas, proteinas
activadas por GTP, proteinas kinasas de fosfoinositoles, adenilato ciclasa y
otras moléculas de sefializacién [38]. Si bien se ha sugerido que dicho acido
actuaria como activador directo de la PKC [137], los efectos directos del
mismo, no se han podido establecer y numerosos investigadores suponen
que podria mediar la generacién de otros segundos mensajeros como el DG
y el acido lisofosfatidico [46]. Por otra parte, se ha relacionado también a
esta fosfolipasa con el trafico a través de la membrana y el transporte

vesicular [138].
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11.4 Fosfolipasas que hidrolizan fosfatidilcolina

En los dltimos afios, las enzimas que degradan fosfatidilcolina (PC) han
demostrado jugar roles importantes en los procesos de sefializacion de
células eucariotas. Particularmente PLD en combinacién con la fosfatasa de
acido fosfatidico (PAP) son importantes en la generacién de senales de
diacilglicerol para la activacion de las vias en las que participan proteinas
kinasas C [139]. PLAz que actdan sobre PC también han sido implicadas en
la activacién de estas kinasas [119,140), en adicién a su bien establecido rol
en la liberacién de acido araquidénico, un paso regulatorio en la formacion

de eicosanoides [120].

Estudios de esta dltima década sugieren que las enzimas que atacan
posiciones sn-1 en fosfolipidos pueden tener también roles en sefializacién
[46,141]). Mientras que la via de serializacién del fosfatidilinositol (Pl) ha sido
demostrada en T. cruzi [117,69,70), las enzimas que degradan PC no han
sido examinadas en este parasito.

La actividad de fosfolipasas que hidrolizan PC ha sido objeto de estudio en
Tripanosomatidos africanos [115,116,142]. En cuatro especies diferentes, la
actividad PLA; independiente de Ca® fue la mayor actividad detectada. Los
niveles de PLA; varian ampliamente, con una actividad muy alta en las
especies patogénicas como T. brucei y una actividad relativamente baja en
las especies no patogénicas de T. lewisi. La actividad PLAs en T. brucei
también fue investigada por Opperdoes y van de Roy [116]. Estos autores
también encontraron altos niveles en las formas sanguineas pero no en las
formas prociclicas inmaduras, sugiriendo un rol fisiolégico importante para la
enzima. Este aspecto fue analizado por Bowes y col [143]: la PLA; de T.
brucei parecia no poseer una actividad lisofosfolipasa [144] pero participaba
en la incorporacion de acidos grasos y cabezas polares para la sintesis de
fosfolipidos celulares. En un estudio reciente, se demostré que la incubacion
de T. brucei vivos con 1-palmitoil-2['*C] araquidonoil-PC libera acido
araquidénico, sugiriendo que una PLA; también estaria involucrada en este
proceso. Se demostré que el acido araquidénico, asi como también otros
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acidos grasos insaturados, eran capaces de aumentar el influjo de calcio en
esas células [131]. Entonces, la deacilaciéon de fosfolipidos parece ser un

evento de sefializacion en T. brucei.

12. BIOSINTESIS DE DIACILGLICEROL Y FOSFOLIPIDOS

12.1 Sintesis de diacilglicerol

El diacilglicerol es un intermediario directo en la generacién del triacilglicerol
(TG), y de los fosfolipidos zwitteridbnicos. EIl TG es un lipido de
almacenamiento, que es activamente sintetizado en células hepéticas y
adiposas de animales vertebrados, asi como también en células de plantas
superiores [104]. Como se observa en la Figura 7, diversas reacciones son
requeridas para la formacidn de diacilglicerol y triacilglicerol. La primera
etapa consiste en dos acilaciones sucesivas de los hidroxilos libres del sn-
glicerol-3-fosfato por dos moléculas acil-CoA, para formar primeramente
acido lisofosfatidico (LPA) y después acido fosfatidico (PA). Estas
reacciones estan catalizadas por la enzima glicerol-fosfato-acil-transferasa y
tienen efecto preferentemente con acil-CoA de &acidos saturados y no
saturados de 16 a 18 atomos de carbono. Existe también una ruta altemativa
de formacién de PA que involucra la acilacién de la dihidroxiacetona-fosfato.
Estos acidos fosfatidicos se encuentran en las células sélo en cantidades
minimas pero constituyen intermediarios importantes en la biosintesis de
lipidos neutros y fosfolipidos.

En la ruta que conduce hacia el triacilglicerol, el PA experimenta su hidrélisis
por accion de la fosfatasa de acido fosfatidico (PAP) formando diacilglicerol
(DG), enzima que es activada por acidos grasos libres [145-149). El DG
reacciona después con una tercera molécula de acil-CoA para generar un
triacilglicerol, catalizada por la diacilglicerol-acil-transferasa. En la mucosa
intestinal de los animales superiores, que sintetiza activamente TG durante
la absorcién de los acidos grasos del intestino, entra en juego otro tipo de
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reaccion de acilacién: los monoacilgliceroles (MG) pueden ser directamente
acilados por la monoacilglicerol-acil-transferasa, y entonces el PA no es
intermediario. Por otro lado, la reaccidn inversa, generadora de PA a partir
de DG, es catalizada por la enzima diacilglicerol-kinasa (DG-K).

12.2 Sintesis de fosfolipidos

Los principales fosfolipidos que sirven como componentes de las
membranas y de las lipoproteinas de transporte se forman a partir del PA por
dos rutas diferentes, a partir de PA, como el fosfatidilinositol (Pl) o a partir de
DG como la fosfatidilcolina (PC) o la fosfatidiletanolamina (PE).

Como se observa en la Figura 7, para la sintesis del P, la citidina trifosfato
(CTP) reacciona con el PA para formar citidina-difosfato-diacilglicerol (CDP-
diacilglicerol), a través de la accién de la CTP-fosfatidato-citidil-transferasa.
Finalmente, este compuesto reacciona con el inositol, catalizado por la CDP-
diacilglicerol-inositol-transferasa, generando Pl.

En la biosintesis de PC y PE, la colina o la etanolamina, deben ser primero
transformadas en “colinas activas” o “etanolaminas activas” respectivamente.
Este proceso requiere dos etapas, involucrando, primero una reaccién con
una enzima kinasa que transfiere fosfato desde el ATP, para formar el
monofosfato correspondiente: fosfocolina o fosfoetanolamina. Segundo, una
nueva reaccion catalizada por la fosfocolina-citidil-transferasa o
fosfoetanolamina-citidil-transferasa, que requiere CTP, para crear la citidina
difosfocolina (CDP-colina) o citidina difosfoetanolamina, (CDP-etanolamina)
respectivamente. En esta forma, la colina o etanolamina reaccionan con el
DG, tal que la base fosforilada es transferida al DG, por la fosfocolina-
diacilglicerol-transferasa o fosfoetanolamina-diacilglicerol-transferasa, para
formar la PC o la PE. Por otra parte, la fosfatidilserina (PS) es formada por
PE directamente por la reaccién con la serina.
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Figura 7: Biosintesis de diacilglicerol y fosfolipidos
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1. MATERIALES

Los medios de Grace, el medio 199, el medio MEM, el medio RPMI 1640,
Hepes, suero fetal bovino, Bisindolimaleimida, HA1004 y H7 fueron
adquiridos en Gibco BRL (Rockville, MD, USA). Fosfatidilcolina de soja,
grado lI-S, PMSF, leupeptina, aprotinina, benzamidina, inhibidor de tripsina,
TLCK, Dibutiril-AMPc, acrilamida, TEMED, PSA, SDS, Azul de Bromofenol,
Tris, glicina, B-mercaptoetanol, Coomasie Brillant Blue R-250, p-nitrofenil-o-
manopiranosido, p-nitrofeniol, Triton X-100, digitonina, placas de
autorradiografia Kodak X O-AR, Concanavalina A-Sepharosa 4B, PMA,
OAG, 4&cido oleico, acido esteérico, acido palmitico, acido linoleico, acido
linolénico, albimina bovina (fraccién V), standards de lipidos, EGTA, EDTA,
sialilHactosa, QAE-Sephadex A-25, ditiotreitol, iodoacetamida, acetonitrilo,
revelador y fijador para autorradiografias y DMSO se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Las placas de Silica Gel 60, para
cromatografia en capa delgada y los solventes (grado analitico) se
compraron a Merck (Darmstadt, Alemania). CM-Sepharosa, [*C] acetato de
sodio, [1-'%C] oleato, [**C] palmitato, ['“C] estearato, [2P] ortofosfato de
sodio, 1-palmitoil-2{1-'“C] oleoilfosfatidilcolina, 1-palmitoil-2-{1-'“C] linoleoil
L-3-fosfatidiletariolamina, se obtuvieron de Amersham-Pharmacia (Arlington
Heights, IL, USA). El kit de tincién con plata para proteinas, fue adquirido de
Bio-Rad (Hercules, CA, USA) y la DEAE-elulosa (DE-52) a Whatman
Chemical Separation (Clifton, NJ, USA). El péptido derivado de la globina
que corresponde a los residuos 3049 (TRMFTTYPQTKTYFPHFDL) fue
sintetizado por el Dr. Robert Mecham en Washington University, St. Louis,
MO, USA.
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2. PARASITOS

2.1 Epimastigotes

Se utilizaron epimastigotes de la cepa letal RA [31], que fue aislada de un
paciente en la etapa aguda de la Enfermedad de Chagas. Los parasitos
fueron mantenidos por pasajes semanales en cultivo axénico en medio
bifasico [32] y cuantificados por microscopia 6ptica en cdmara de Neubauer.

2.2 Tripomastigotes metaciclicos

2.2.1 Obtencién por cultivo axénico

Se empleé el método desarrollado en este laboratorio por Isola y col [32).
Brevemente, epimastigotes obtenidos de medio bifasico (5 x 10%ml) y
cosechados a las 48 hs (fase exponencial) por centrifugacién a 1.000 xg por
15 min, se lavan con PBS con el agregado de 1 % BSA. Luego de los
lavados los parasitos se estimulan durante 15 min., a 28°C, con extracto de
intestino posterior del insecto vector (Ei) disuelto en medio de Grace
[31,150]. Transcurrido dicho lapso, el estimulo se retira por centrifugacion y
los parasitos se ftransfieren a medio de Grace modificado [151]. La
modificacion del medio de Grace consiste en la adicién de 7 % SFB, 1 %
BSA y 10 % ultrafiltrado de huevo. Este ultimo componente es una solucién
constituida por una parte de huevo de gallina y dos partes de 0.9 % NaCl
que son incubados con agitacién durante toda la noche a 4°C y pasados a
través de una membrana de ultrafiltracién de 10 kDa.

La observacidbn microscopica de los cultivos se realiza cada 48 h,
obteniéndose entre los 8-10 dias posteriores a la estimulacion, un 60-70 %
de tripomastigotes metaciclicos. La evaluacion de la metaciclogénesis se
determina por dos técnicas diferentes:
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(a) Microscopia: Observando la motilidad, la forma y la posicion relativa del
nucleo y del kinetoplasto. El porcentaje de metaciclicos se establece en

preparaciones himedas y en preparaciones fijadas y tefiidas con Giemsa.

(b) Determinacién de actividad de la enzima tran-sialidasa: La trans-
sialidasa es una enzima sélo presente en Tripanosomatidos, que transfiere
acido sidlico entre macromoléculas. Esta enzima se expresa en la superficie
del tripomastigote, que la libera al medio, no asi el epimastigote.

La actividad enzimatica se mide, en sobrenadantes de los cultivos
parasitarios, en diferentes momentos del ensayo de diferenciacién.

Se utiliza sialilHactosa como dador de &cido sidlico y ['“C]-Lactosa
(Amersham, Amersham, UK) como aceptor. Luego de una hora de
incubacion la reaccion se detiene con agua destilada y se agrega una
suspensiéon densa de QAE-Sephadex A-25. Luego de 3 lavados de las
particulas, se eluyen las moléculas unidas con CINa 0.5 M y la actividad se
determina en contador de centelleo liquido [152). Estas determinaciones se
realizaron con la colaboracién con el grupo de la Dra. M. Susana
Leguizamén, Fac. Medicina. Universidad de Buenos Aires.

2.2.2 Purificacién de Tripomastigotes metaciclicos

La suspensidon de parasitos, mezcla de epimastigotes (40-30 %) y
tripomastigotes metaciclicos (60-70 %), obtenida entre los dias 8 y 10, se
centrifuga a 1.000 xg. Al pellet resultante se le agrega 1 ml de suero humano
fresco normal, que se incuba 1h a 37°C produciendo la lisis de los
epimastigotes sensibles a la accién del complemento, sin afectar a los
tripomastigotes [153]. Los metaciclicos obtenidos por centrifugacion se
cuentan en camara de Neubauer y se resuspenden en el medio apropiado
para su posterior utilizacion. Para los ensayos de determinacion de
fosfolipasas se utiliza PBS con el agregado de 1% BSA, mientras que para
infectar células de mamifero se resuspenden los parasitos en medio 199 o
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medio minimo esencial (MEM) con el agregado de 10 % SFB, 20 mM buffer
Hepes, 200 U/ml Penicilina y 100 ug/ml Estreptomicina.

2.2.3 Preparacién de extracto de intestino posterior de Triatoma
infestans (Ei)

Se prepara siguiendo el protocolo ya descrito por Isola y col. [32], a partir de
triatomas de estadio adulto, alimentados 48 hs antes. Se remueven y
maceran los intestinos posteriores del insecto vector en medio Grace o en
solucién de buffer fosfato (PBS), segin su utilizaciéon posterior (2.0-3.0
intestinos/ml). Luego de centrifugar por 30 min, a 12.000 xg y esterilizar por
membranas de 0.2 um de poro, se mide la concentracién de proteina en los
homogenatos obtenidos por el método de Lowry y col. [154]. Para los
ensayos de diferenciacién, la concentracién se ajusta a 2 mg/ml en medio
Grace. Los homogenatos se mantienen a —70°C hasta ser utilizados.

Solucion buffer fosfato (PBS), pH 7.4

CiNa 109
KCI 025¢g
KH2PO4 025¢g
Na;HPO4. 2H0 1.88¢
Volumen final: 1000 mli

2.2.4 Evaluacién de la actividad biolégica de diversos compuestos

Se evalubé también la capacidad de inducir metaciclogénesis (actividad
biolégica) repitiendo el protocolo de la seccién § 2.2.1, reemplazando el
extracto de intestino (Ei) por diferentes estimulos:

° sangre de gallina hemolisada, proteina: 2 mg/ml
o 1-oleoil 2-acetil-sn glicerol, OAG, 10 ug/mi

<



Materiales y Métodos

° forbol 12-miristato 13-acetato, PMA, 20 ng/ml (32 nM)
o lipidos del extracto de intestino (FL), 300 ug/mi

o acidos grasos presentes en el Ei, 300 uM

El diacilglicerol, el forbol éster, los lipidos del extracto de intestino y los
acidos grasos fueron obtenidos a partir de una solucién madre en DMSO. En
todos los caso, la metaciclogénesis se evalia como ha sido descripta
anteriormente (seccién § 2.2.1).

2.3 Tripomastigotes y amastigotes obtenidos en cultivo celular

Se obtuvieron tripomastigotes y amastigotes siguiendo el método de
Docampo y col [135]. Suspensiones de células Vero cultivadas en medio 199
+10 % SFB a37°C y 5 % CO; se exponen a radiacién Gama (2000 rads) en
una bomba de Cesio 125. Este procedimiento resulta en la detencién del
crecimiento celular, permitiendo la obtencién de cultivos sincrénicos de
tripomastigotes y amastigotes con un mayor rendimiento. Luego de la
irradiacion, y cuantificacion de las células Vero viables utilizando Trypan
blue, se siembran en botellas de 75 cm? en una concentracioén de 6-8x10°®
células/botella. Una vez adheridas a la botella, se las incuba con los
tripomastigotes (10 parasitos/célula), provenientes de ratén, de cultivo o
metaciclicos, por 24 hs, a 37° C y 5 % CO.. Luego de dicho periodo las
células se lavan con PBS, para retirar los parasitos no incorporados y se les
adiciona medio fresco. (Los parasitos provenientes de ratén son mantenidos
por pasajes semanales por inoculacién de 2 x 10° tripomastigotes por via
intraperitoneal). Los tripomastigotes se cosechan del sobrenadante del
cultivo celular 5 dias después, por centrifugacién a 12.000 xg, 30 min, a
temperatura ambiente, obteniéndose de 1-2 x 10° tripomastigotes por
botella. Se repone el medio y se continda la incubacién de los cultivos por
48-72 hs para permitir la liberacion de los amastigotes (3-5 x 10%botella).
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2.3.1 Células Vero

Con la finalidad de obtener tripomastigotes y amastigotes periédicamente se
establecié una linea celular (células Vero) derivada de células de rifibn de
mono verde africano obtenida por gentileza del Dr. Campos, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. Las células se
cultivaron por pasajes semanales en medio 199 con el agregado de 5% SFB
para su mantenimiento, o0 10% SFB para su crecimiento, a una temperatura

de 37°C en 5 % de CO,.

2.4 Obtencién de homogenato total de parasitos

Previa cuantificacion en camara de Neubauer los diferentes estadios
parasitarios a utilizar se lavan dos veces en PBS y se resuspenden en 10
mM Tris-HCI, pH 7.4, en presencia de los siguientes inhibidores de
proteasas: 0.5 mM TLCK, 0.01 % leupeptina; 2 mM PMSF; 25 U/mi
aprotinina; 1 mM benzamidina; 0.2 mg/ml inhibidor de tripsina de soja. Se
homogeneizan mediante tres ciclos de congelamiento, en nitrégeno liquido, y
descongelamiento a 37°C y las suspensiones se conservan a -70°C hasta su
utilizaciéon posterior. En los casos indicados luego de la ruptura por
congelamiento-descongelamiento se sonicd la suspensién parasitaria
utilizando un Sonifier Cell Disruptor, Model W185 (tres tratamientos de 30

seg, cadauno a45W)

3. EXTRACCION Y ANALISIS DE LIPIDOS

3.1 Extraccion de lipidos

Se extraen los lipidos en las diferentes muestras a analizar segun la técnica
de Bligh & Dyer [155]. a cada 0.8 ml de la muestra acuosa se le agregan 3
mi de reactivo de Bligh & Dyer (cloroformo:metanol, 1:2) y se agita. Luego se
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adicionan 1 mi de cloroformo y 1 ml de agua y se repite la agitacion. Con
este procedimiento se obtiene una fase superior y otra inferior que contiene
los lipidos. Una vez particionadas las fases se separa la fase inferior, se
evapora bajo N el solvente, y se agregan 50 ul de cloroformo para
resuspender los lipidos, que se siembran luego en placas de Silica Gel 60.
La separaciéon se realiza por cromatografia en capa delgada usando dos
sistemas con desarrollo secuencial. Primero, cloroformo/ metanol/ agua
(65:35:2,5, viv), hasta la mitad de la placa para separar los lipidos polares, y
después hexano/ dietileter/ acido acético (70:30:1, v/v), hasta el final de la
placa, para separar los lipidos neutros en la porcidn superior [156,157].
Lipidos auténticos obtenidos de fuentes comerciales, se cromatografian en
paralelo y se exponen a vapor de l; para su visualizacién y posterior
identificacién de los lipidos de la muestra.

En los casos indicados las placas se someten al procedimiento de “charring”
o carbonizacién. Para ello, se rocian las muestras con una solucién de 10 %
CuSO4 y 8 % H3PO4 y luego se incuban a 150° C por 15 min. [158). Las
placas resultantes son procesadas en un scanner Umax, Astra 610S y
analizadas por densitometria con el programa SigmaGel (Gel Analysis
Software, SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Cada calle se analiza por triplicado y
se determina el porcentaje de cada lipido presente en la muestra.

3.2 Cuantificacion de lipidos totales del Ei

Los solventes organicos de la fase inferior obtenida durante el procedimiento
de Bligh & Dyer [155] fueron evaporados en su totalidad con N2 gaseoso y
se valoré la cantidad de lipidos totales por pesada.
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3.3 Cuantificacién de acidos grasos libres

Con el objetivo de cuantificar los acidos grasos libres (AGL) presentes en la
sangre de gallina, en el extracto de intestino de Triatoma infestans (Ei) y en
el contenido intestinal de dicho insecto vector, se extrajeron los lipidos de
cada una de las muestras segun la técnica de Bligh & Dyer [155]. Las fases
inferiores, conteniendo los lipidos se separaron por cromatografia en capa
delgada y se corrieron en paralelo diferentes cantidades de acido oleico
comercial. Las placas se revelaron por la técnica de “charring” [158], y se
analizaron por densitometria. Las diferentes cantidades de &cido oleico
sembradas se utilizaron para construir una curva de lecturas densitométricas
en funcién de distintas masas sembradas, que pemitié cuantificar
aproximadamente los AGL totales presentes en cada muestra.

3.4 Identificacién por cromatografia gaseosa de los &acidos grasos
libres

Con la finalidad de determinar la identidad de los AGL presentes en el Ej, se
purifican previamente de ese extracto por cromatografia en capa delgada. La
porcién de la placa correspondiente a los AGL se recorta y se eluye por
inmersion en un vial con 2 mi de metanol, durante 5 min con agitacién.
Luego de retirar la placa del vial, se adicionan 100 pl de acido sulftrico
concentrado, se agita y se incuba 2 hs a 64°C en oscuridad, bajo Na.
Transcurrido ese lapso se agregan 2 ml de agua y 2 ml de hexano y se
recoge la fase superior. La operacion se repite 2 veces sumando las
diferentes fases superiores. El solvente se evapora bajo corriente de N2 y se
resuspenden los acidos grasos metilados por este procedimiento (AGLME),
en 100 ul de hexano, conservandose bajo nitrégeno a -20°C, en oscuridad
hasta su analisis.

La identificacion y cuantificacibn de cada AGLME se determina por
Cromatografia Gaseosa en un equipo Hewlett Packard 5840 A, usando una
columna (1.80 m x 2 mm), cuya fase fija consiste en 10 % SP-2330 sobre

~
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C

Chromosorb W-AW-DMCS (100-200 mesh). El programa incluye un aumento
de la temperatura de 140 a 220°C, con una rampa de calentamiento
3°C/min. La deteccién de los AGLME se realiza con un detector de
ionizacion en llama. La identidad de cada pico se efectua por comparacion
con el tiempo de retencién de standards auténticos de los distintos AGLME y
se confirma por Espectrometria de Masa. Estas determinaciones fueron
realizadas en el Laboratorio del Dr. Gros, Departamento de Qufmica
Orgénica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos

Aires.

4. RELACION ENTRE PROTEINA KINASA C Y
METACICLOGENESIS

4.1 Diferenciacién en parasitos tratados con activadores de la PKC

Para determinar si los activadores conocidos de la PKC [46,51,52,56,58,61]
inducen metaciclogénesis, los epimastigotes se incubaron con 10 ug/mi
OAG o con 20 ng/mi PMA en medio Grace, por 3 hs, a 28°C. Luego de
retirar el estimulo por centrifugacion los parasitos se transfieren a medio
Grace modificado. La observacién microscépica de los cultivos se realiz
cada 48 h y se evalla la metaciclogénesis como se indica en el ensayo de

morfogénesis original (seccién § 2.2.1).

4.2 Efecto de inhibidores de la PKC sobre la diferenciacion

En otro conjunto de experimentos, los epimastigotes fueron tratados con los
diferentes inhibidores conocidos de la PKC [159-165] durante 30 min, a
28°C. Transcurrido dicho lapso se retira el inhibidor por centrifugacion y se
efectia la estimulacion de la metaciclogénesis mediante la metodologia
habitual. Los compuestos ensayados fueron: 15 nM Bisindolilmaleimida, 2.7

T
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6]

nM Staurosporina, 10 uM HA1004 y 6 uM H7. Luego de retirar el estimulo
por centrifugacion, los parasitos son transferidos a medio Grace modificado y
la metaciclogénesis se evaltia como fue descripta en el seccién § 2.2.1.

4.3 Efecto de la regulacién negativa (“down-regulation”) de la PKC, por
exposicion prolongada a forbol ésteres, sobre la diferenciacién

La regulacién negativa de la enzima se realizé por exposicion prolongada a
altas concentraciones de PMA [166,167]. Con esa finalidad, los
epimastigotes se incuban durante 24 hs con 100 nM de PMA a 28°C. Luego
de dicho periodo se retira el compuesto y se efectia el ensayo de
estimulacion con el Ei o con 300 uM &cido oleico tal como se describe

anteriormente (seccion § 2.2.1).

4.4 Comparacién de perfiles de fosforilacién de proteinas producidas
por Ei, AGL y agonistas de la PKC

La activacion de proteinas kinasas in vivo se determind segun la técnica
descripta por Brattsand y col. [168]. Para ello, los epimastigotes (107
células/ml, 41 pg proteina) se incuban con [®P] ortofosfato de sodio 100
uCi/ml (Ae: 900-1100 uCi/umol) durante 15 hs en un medio RPMI 1640 libre
de fosfato con 0.2 % de BSA. Luego de dicho periodo los parasitos se lavan
3 veces, se resuspenden en el mismo volumen de medio Grace y 500 pul de
los parasitos marcados se incuban durante 15-30 minutos a 28°C con los
diferentes agentes: a. sin estimulo, b. 10 pg/ml diacilglicerol, ¢. Ei (2 mg/ml
de proteina), d. 300 uM acido oleico, e. 1 mM Dibutiril-AMPc.

La reaccién se detiene rapidamente sumergiendo las muestras en un bario
de hielo y centrifugandolas. Los pellets se resuspenden en 100 pl del buffer
muestra para realizar una electroforesis en geles de poliacrilamida, y se
separan las proteinas [169,170]. Los perfiles proteicos resultantes se
transfirieren a membranas de nitrocelulosa y se exponen durante 24 hs a
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placas de autorradiografia.

4.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las electroforesis para separacién de proteinas se realizaron segun el
método de Laemmli y col. [169] modificado posteriormente por Studier y col.
[170], en geles de 10 % poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes.

Gel separador Gel concentrador
(10ml) (5 ml)
Acrilamida 30:1 | 3.3 ml ' 0.83 mi 5

Tris HCI 1.5 M, pH 8.8 2.5ml —

Tris HCI1 M, pH 6.8 — 0.63 mi

SDS 10 % 0.1 mi 0.05 mi

PSA 10 % 0.1 ml 0.05 ml
TEMED 4 ul Sul

H20 4 mi 3.4 ml

Todas las muestras fueron tratadas previo a ser sembradas en el gel con
buffer muestra (2x) y posterior incubacién a 100°C por 3 min.

Buffer muestra (1X) * Buffer de corrida (1X)
Tris-HCI0.5M,pH 6.8 50 mM Tris 25 mM
SDS 2% plv SDS 0.1%
Glicerol 10 % viv Glicina 250 mM
Azul de Bromofenol 0.1 % p/v
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* Se agregan 50 pul de B-mercaptoetanol a 950 ul de buffer muestra antes

de ser utilizado.

La electroforesis se realiza a 120 V para el gel concentrador y 200 V para el
gel separador, hasta que el colorante, marcador de frente de corrida, sale del
gel. Se utiliz6 en todas las corridas electroforéticas el kit de marcadores de
peso molecular de amplio rango (203 - 72 kDa), pretefiidos, de BioRad:

Peso Molecular (Da)

Miosina 203.000
B-galactosidasa 123.000
Seroalbumina bovina 83.000
Ovoalbumina 50.700
Anhidrasa carbénica 35.700
Inhibidor de tripsina 29.600
Lisozima 21.900
Aprotinina 7.200

4.4.2 Tincién de proteinas con Coomasie Blue
Los geles se tifien durante 1 h con una solucién de:

Metanol 50 % viv
Acido acético 10 % viv
Coomasie Brillant Blue R-250 0.2 % piv

Posteriormente se los decolora con una mezcla de metanol/ acido acético/
agua (10:7:83), durante el tiempo necesario para lograr un buen contraste.

4.4.3 Tincién de proteinas con plata
Se utiliz6 el kit Bio-Rad Silver Stain, que es altamente sensible para la
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deteccion de proteinas y acidos nucleicos y que deriva del método de Merril
y col [171]. Este protocolo de tincién es de 10-50 veces mas sensible que el
que utiliza Coomassie Brillant Blue R-250, detectando aproximadamente 0.1
ng/mm? de proteina.

Una vez terminada la electroforesis se incuba el gel durante 30 min en la
solucién fijadora (40 % metanol, 10 % acido acético, v/v). Luego de dicho
periodo se sumerge completamente el gel en la solucién oxidante (10 ml de
la solucién concentrada en 90 ml de agua), que contiene dicromato de
potasio, por 5 min. Con posterioridad se lava entre 6 y 7 veces con
abundante cantidad de agua durante 15 min y se incuba el gel con el
reactivo de plata durante 20 min (10 m! de reactivo concentrado en 90 m! de
agua). Se detiene la incubacién lavando rapidamente con agua. Se sumerge
luego el gel en la solucién reveladora (32 g de revelador por litro de agua),
que contiene carbonato de sodio y paraformaldehido, por aproximadamente
30 min, hasta la aparicibn de un precipitado mamrdn. Se reemplaza
rapidamente la solucién reveladora por solucién reveladora fresca y se repite
hasta obtener la intensidad deseada. La reaccién se detiene con 5 % (v/v)
acido acético.

4.4.4 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas mediante la electroforesis en geles de
poliacrilamida, fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Sigma,
tamario de poro: 0.2 um). Para ello, se coloca la membrana en contacto con
el gel y se los sumerge en buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192
mM, Metano! 20 %, pH 8.3), durante 1-1.30 hs a 100 V, a 4°C, en celdas
para transferencia (Bio-Rad). Para aumentar la eficiencia de la transferencia,
sobre todo de las proteinas de alto peso molecular, se puede transferir a 30
V toda la noche, también a 4°C. La comprobacién de la eficiencia de
transferencia se efectua incubando por 5 min la membrana de nitrocelulosa
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NS

con 5 % (p/v) de Rojo Poinceau en metanol y se lava el exceso con PBS o

agua.

5. INCORPORACION Y DESTINO METABOLICO DE LOS
ACIDOS GRASOS EN LOS EPIMASTIGOTES

Para evaluar la incorporacion y el destino de los acidos grasos libres en los
epimastigotes, se incuba una suspensién de epimastigotes en medio Grace
(107/ml) con &cido graso radiactivo (5 uCi /ml), durante 15 y 30 min a 28°C.
Se complementa la concentracién de acido graso con el agregado de acido
graso frio hasta 300 pM. Luego de dicho periodo, los parasitos se
centrifugan y lavan 3 veces, para retirar el acido graso no incorporado. Los
lipidos se extraen por el método de Bligh & Dyer [155], se someten a
cromatografia en capa delgada y los lipidos radiactivos se visualizan por
exposicion al procesador Storm® Gel and Blot Imaging System (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ USA). La identificacién de cada lipido se realiza
por comparacién lipidos auténticos obtenidos de fuentes comerciales. La
intensidad presente en cada porcion se cuantificd por densitometria,
utilizando el programa SigmaGel (Gel Analysis Software, SPSS Inc, Chicago,
IL, USA). Los &cidos grasos ensayados fueron ['“C] acido oleico (Ae: 51
uCi/umol), [*C] acido estedrico (Ae: 54 uCi/umol) y ['“C] 4cido palmitico (Ae:
57 uCi/umol).
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6. RELACION ENTRE METACICLOGENESIS E INDUCCION DE
SINTESIS DE LIPIDOS EN EPIMASTIGOTES

6.1 induccién de la sintesis de fosfolipidos con factores
metaciclogénicos

Con el objetivo de determinar la influencia de los factores metaciclogénicos
(OAG, Ei y é&cido oleico) en la sintesis de fosfolipidos, se realizé una
modificaciéon de la técnica descripta por Brattsand y col. [168], que se
describié anteriormente para los ensayos de fosforilacion de proteinas.
Brevemente, los epimastigotes (107 células/ml) se incuban [®P] ortofosfato
de sodio, 100 uCi/ml (Ae: 900-1100 uCi/umol) durante 15 h. Alicuotas 5x10°
parasitos/ensayo se lavan y resuspenden en medio Grace durante 30 min
con el agregado de los siguientes estimulos: a. vehiculo, b. 10 pg/ml
diacilglicerol, ¢. Ei (2 mg/ml de proteina), d. 300 uM &cido oleico Las
incubaciones se detienen por extraccién de lipidos [155], y los mismos se
siembran en placas de cromatografia en capa delgada con solventes
adecuados para separar lipidos polares. Los distintos perfiles lipidicos se
visualizaron por exposiciéon al procesador Storm® Gel and Blot Imaging
System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ USA). La intensidad
presente en cada porcidbn se cuantificd por densitometria, utilizando el
programa SigmaGel (Gel Analysis Software, SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

6.2 Induccion de la sintesis de lipidos neutros con Ei

Para analizar los efectos de la metaciclogénesis sobre la generacién de
lipidos neutros se incubaron epimastigotes (107/ml) en medio Grace con 2
mg/ml Ei, durante 15-30 min, a 28°C. A fin de visualizar el destino de los
acidos grasos que posee ese extracto intestinal, se adicion6 al ensayo 1 uCi
de ['“C] acido oleico (Ae: 51 uCifumol). Se extraen los lipidos por la
metodologia de Bligh & Dyer [155], se separan por cromatografia en capa
delgada con solventes para separar lipidos neutros y, se visualizan y
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cuantifican por densitometria luego de la exposicién al procesador Storm®
Gel and Blot Imaging System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ
USA).

6.3 Induccién de la sintesis de lipidos neutros y polares con diferentes
concentraciones de acido oleico

Epimastigotes de 48 hs en medio bifasico (107 parasitos/ensayo) se
incubaron con diferentes concentraciones: 0, 10, 30, 100 y 300 uM de &cido
oleico resuspendidas en medio Grace (1 ml, volumen final) durante 30 min a
28°C. Luego de dicho lapso, a cada muestra se Ie adicion6 1 pCi/ml de ['“C]
acido oleico (Ae: 51 uCi/umol) y la incubacién se continué durante una hora
mas. Posteriormente los lipidos fueron extraidos por el procedimiento de
Biigh & Dyer [155], separados por cromatografia en capa delgada con
solventes para separar lipidos neutros y polares. La cuantificacion lipidica se
realizé por densitometria luego de la exposicién al procesador Storm® Gel
and Blot Imaging System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ USA).

7. DEGRADACION DE FOSFATIDILCOLINA EN CULTIVOS DE
EPIMASTIGOTES INTACTOS

Con el objetivo de estudiar la incorporacién y metabolizacién de los
fosfolipidos presentes en el Ei, se incuba una suspensién de epimastigotes
(9 x 10%) con 1 pCi 1-palmitoil-2-[1-*C] oleoil fosfatidiicolina (Ae: 58
puCi/umol) en 1 mi de medio Grace modificado, a 28° C. Alicuotas
correspondientes a 1.8 x 10°® parasitos se retiran a diferentes tiempos. Los
parasitos son lavados 3 veces con PBS para eliminar el radiactivo no
incorporado y se extraen los lipidos por el método de Bligh & Dyer [155]. Los
lipidos polares y neutros se analizan por cromatografia en capa delgada y se
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visualizan por exposicién al procesador Storm® Gel and Blot Imaging
System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ USA).

8. FUENTES ENDOGENAS DE ACIDOS GRASOS LIBRES:
FOSFOLIPASAS EN EL Trypanosoma cruzi

Se desarrollaron dos técnicas diferentes que fueron ensayadas en los
estadios epimastigotes y en los tripomastigotes y amastigotes:

8.1 Determinacién en epimastigotes

Para estudiar la hidrélisis de fosfolipidos endégenos, 10 uCi de ['“C] acetato
de sodio (Ae: 56 uCi/umol), resuspendidos en 10 pul de etanol, se agregan a
un cultivo de 3.6 x 10° epimastigotes en medio LIT. Luego de 48 h a 28°C,
los paréasitos se cosechan, lavan y resuspenden en 2 ml de 25 mM succinato
de sodio, pH 6, con el agregado de inhibidores de proteasas (0.5 mM TLCK,
0.01 % leupeptina; 2 mM PMSF; 25 U/ml aprotinina; 1 mM benzamidina; 0.2
mg/ml inhibidor de tripsina de soja). Las células se lisan mediante tres ciclos
de congelamiento-descongelamiento y posterior sonicaciébn (tres
tratamientos de 30 seg. cada uno a 45 W en un Sonifier Cell Disruptor,
Model W185).

Diferentes alicuotas conteniendo 2 x 10°® parasitos se incuban a 28°C en
presencia o ausencia de 1 mM CaCl, o 1 mM Na_EDTA con el agregado de
0.1 % azida soédica. A diferentes tiempos, los lipidos se extraen segun la
técnica de Bligh y Dyer [155], se separan por cromatografia en capa delgada
y se analizan los distintos perfiles obtenidos. La radiactividad se detecta por
exposicidén a placas de autorradiografia y se cuantifica mediante un contador
de centelleo liquido (Rackbeta, Liquid Scintillation Counter, Amersham-
Pharmacia).
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@

Liquido de centelleo

PPO 25¢g

POPOP 0.05¢g

Tolueno hasta volumen final: 1000 ml.

Medio LIT: (1 litro): 5 g infusién de higado, 5 g triptosa, 68 ml NaCl 1 M, 5.3
mi NaK 1 M, 22 ml HPO4Na.. Luego de autoclavar se agregan 10 m! de 20
% glucosa, 1 ml hemina (1 g en 50 ml de 0.2 M NaOH), 100 ml SFB (10 %
final), 100 png/m! estreptomicina, 100 U/ml penicilina.

8.2 Determinacién en tripomastigotes y amastigotes

Para estudiar la degradacién de lipidos endégenos, se utilizé [1-'%C] acido
oleico (Ae: 51 uCi/umol) como precursor radiactivo, adicionado al cultivo
celular (10 pCi/botella). Los parasitos metabdlicamente marcados se
resuspenden en PBS conteniendo los inhibidores de proteasas citados en la
seccién anterior. Luego de lisarlos completamente con congelamiento—
descongelamiento y sonicacién, alicuotas correspondientes a 1.2 x 107
tripomastigotes y 7 x 10% amastigotes se incuban durante 12 h a 37°C en
presencia de 0.1 % de azida sddica. Las incubaciones se detienen por
extraccion de lipidos, los cuales se separan por cromatografia en capa
delgada y cuantifican con el mismo procedimiento que el utilizado en los

epimastigotes.

9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA
A: EN Trypanosoma cruzi

9.1 Diseilo y optimizacién del protocolo experimental
Para establecer las condiciones que permitieran medir las actividades
fosfolipasas presentes en el parasito, se ensayaron en el estadio
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epimastigote las siguientes variables: concentracién de sustrato, pH éptimo,
cantidades de proteina, tiempos de incubacién y grado de hidrdlisis dentro
de los que se mantienen las condiciones de linealidad respecto de proteina y
tiempo. Se hall6 que, por debajo de 15 % de degradacién de sustrato,
rigen dichas linealidades en las condiciones utilizadas.

Epimastigotes de cultivo bifasico se lavan con PBS y se resuspenden en 2
ml de Tris/HCI 20 mM, pH 7 con el agregado de inhibidores de proteasas. Se
lisan los parasitos con 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento y
sonicacién tal como se describe en la seccién § 2.4. Se incuban (salvo en los
casos indicados) 140 ul de homogenato de parasitos con 40 pl de una
mezcla de sustrato y 20 pl de buffer acetato de sodio 1 M, pH 4.7. Los
experimentos se realizan en presencia de 200 ul de dietileter saturado en
agua para inhibir la actividad lisofosfolipasa y permitir la acumulacién de
LPC.

Mezcla de sustrato: 0.01 pCilensayo de 1-palmitoil-2-{1-'C] oleoil
fosfatidilcolina (Ae: 58 uCi/umol) con 0.6 mg/ensayo de fosfatidilcolina de
soja. La formacién de suspensiones homogéneas de los lipidos previa al
agregado de la muestra de enzima se efectlUa mediante agitacién con la
adicién de perlas de vidrio seguido por sonicacién.

Las incubaciones se realizan por 60 min., a 28°C, los lipidos se extraen
luego segun el método de Bligh & Dyer [155] y se separan por cromatografia
en capa delgada usando el sistema doble de solventes descripto
anteriormente [1566,157]. La radiactividad se detecta por autorradiografia y
las diferentes manchas se identifican por comparacién con lipidos
comerciales que se corren en paralelo. Las porciones de las placas
conteniendo los diferentes lipidos radiactivos se cortan, se sumergen en
viales y se cuantifica la radiactividad por centelileo liquido.
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Teniendo en cuenta que el sustrato utilizado estaba marcado en la posicién
sn-2, la aparicion de lisofosfatidilcolina radiactiva indica actividad de
fosfolipasa tipo A;, mientras que la apariciébn de &acido graso marcado
sugiere la actividad fosfolipasa A;. La cantidad de LPC radiactiva presente,
junto con la actividad especifica de la PC usada en el ensayo permite
calcular los nmoles de LPC producidos, lo cual es una medida directa de la
actividad fosfolipasa As. Con los resultados experimentales se construyeron
curvas que grafican la cinética de la reacciéon. Todos los experimentos
subsiguientes de actividad fosfolipasa se realizaron segun las condiciones

6ptimas.

9.2 Determinacion de la actividad fosfolipasa As sobre
fosfatidiletanolamina

Se procede con la misma metodologia que en Ia seccién anterior, utilizando
0.01 pCilensayo de 1-palmitoil-2-[1-'“C] linoleoil L-3-fosfatidiletanolamina

(Ae: 54.6 nCi/umol).

10. PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA A, DE
EPIMASTIGOTES.

10.1 Diseiio y optimizacién del protocolo
Se ensayan diferentes columnas de intercambio iénico (catidnico y aniénico),
y de afinidad, el pH 6ptimo de la enzima para unirse a cada resina y la fuerza

ibnica necesaria para eliminarla de cada resina.
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10.2 Purificacién de la enzima

10.2.1 Preparacién de la muestra

Se resuspenden 6 g (peso humedo) de epimastigotes en 20 ml de 10 mM
buffer Tris-HCI, pH 7.8, con el agregado de inhibidores de proteasas: 0.5 mM
TLCK, 0.01 % leupeptina; 2 mM PMSF; 25 U/ml aprotinina; 1 mM
benzamidina; 0.2 mg/ml inhibidor de tripsina de soja. Los parasitos se lisan
por congelamiento-descongelamiento y sonicacion, y se centrifugan durante
30 min., a 105.000 xg a 4°C. Se separa el pellet del sobrenadante y se utiliza
este ultimo como material para la purificacion de la enzima, como se

describe a continuacion.

10.2.2 Cromatografia en DEAE-celulosa

Una alicuota del sobrenadante se siembra en una columna DEAE-celulosa
(6 x 2.4 cm), equilibrada con el mismo buffer. Después de lavar la columna
con § volumenes del buffer se efectua la elucidn con un gradiente lineal de
NaCl, obtenido por la mezcla de 150 ml de 300 mM NaCl/10 mM Tris-HCI,
pH 7.8 y 150 ml de 10 mM Tris-HCI, pH 7.8; con un flujo de 50 mi/h. Se
recolectan fracciones de 4 ml y la actividad fosfolipasa As se ensaya en cada
una de ellas, segun el protocolo descripto anteriormente. Aquellas fracciones
que contienen el pico de actividad se suman y dializan contra 50 volumenes
de 1 mM CaCl/1 mM MnCi/0.5 M NaCi/20 mM Tris-HCI, pH 7.4 (buffer

CMNT).

10.2.3 Cromatografia en Concanavalina A-Shepharosa

La muestra resultante del procedimiento anterior, se siembra en una
columna de ConA -Sepharosa 4B (volumen de lecho: 3.5 ml), equilibrada
con buffer CMNT. La elucién se lleva a cabo con 50 ml de 10 mM a-metil
manopiranésido en el mismo buffer, con un flujo de 2 ml/min, recolectando
fracciones de 2 ml. La actividad fosfolipasa A; se ensaya en todas las
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O

fracciones y las que presentan el pico de actividad se mezclan y dializan

contra buffer acetato de sodio 50 mM, pH 4.

10.2.4 Cromatografia en Carboxi-Metil-Sepharosa

Luego de la didlisis la muestra se siembra en una columna de CM-
Sepharosa (40 ml), equilibrada con buffer acetato de sodio 50 mM, pH 4.
Una vez lavada la columna, la elucién de la enzima se realiza con un
gradiente lineal de NaCi (0-300 mM), en el mismo buffer, recolectandose
fracciones de 2 ml. Las fracciones con actividad se concentran, dializan y

liofilizan.

10.2.5 Analisis electroforético

Alicuotas obtenidas en cada uno de los diferentes pasos de la purificacion se
liofilizaron y disolvieron en buffer de muestra para su sembrado en geles de
poliacrilamida. Las proteinas se visualizan por tincién con Coomassie Blue o

por tincién con Plata.

11. CARACTERIZACION DE LA FOSFOLIPASA A; DE
EPIMASTIGOTES

11.1 Determinacién del pH 6ptimo

Con esta finalidad, se incuban alicuotas de la enzima purificada (1 pg de
proteina por ensayo) con sustrato radiactivo, pero en este caso se utiliza un
buffer universal (pKa: 3.1, 4.8, 6.4, 8.1) compuesto por 0.1 M Tris-HCI / 0.1
M citrato de sodio. El buffer se ajusta a diferentes valores de pH (3 a 8).
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11.2 Accién de iones sobre la actividad enzimatica

Diversos investigadores han reportado que las fosfolipasas Ay halladas en
células de mamiferos, no requieren iones metalicos divalentes y no son
inhibidas por cationes mono o divalentes [109,111,172,173]. Para investigar
el efecto de los iones en la enzima del parasito se ensayan los diferentes
niveles de actividad fosfolipasa con la adicién de 2 mM de Na;EDTA o CaCl;

o MgCl..

11.3 Accién de detergentes sobre la actividad enzimatica

En otros sistemas bioldgicos, la fosfolipasa A es conocida por su resistencia
a los detergentes, que no la inhiben sino que parecen estabilizarla [108].
Para estudiar el efecto de los detergentes sobre la fosfolipasa del
Trypanosoma cruzi, diferentes cantidades de Tritén X-100 son agregadas a
la enzima purificada y la actividad se determina en todas las muestras. Las
concentraciones finales de detergente estudiadas fueron: 0; 0.1; 0.3; 1 y 10
%.

12. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA FOSFOLIPASA A,
DE EPIMASTIGOTES

La localizacién subcelular se examind en el estadio de epimastigote por dos

metodologias diferentes:

12.1 Tratamiento con digitonina

Se utiliza la técnica descripta por Cazzulo y col. [174]. Brevemente, los
epimastigotes se cosechan por centrifugacién (4000 xg, 10 min.), se lavan
tres veces en 20 mM de buffer morfolinopropanosulfonato (MOPS), pH 7 con
el agregado de una solucién de 0.25 M sacarosa/3mM EDTA (MSE) y se

63



Materiales v Métodos

resuspenden en buffer MSE. Se toman alicuotas correspondientes a 150 mg
de parasitos (peso humedo) y se agregan a una solucion de MSE
conteniendo diferentes concentraciones (0.1-2 mg/ml) de digitonina (40
mg/mi en dimetilformamida), volumen final 1 ml. Luego de incubar durante 5
min., a 25°C la suspension se centrifuga a 15.000 xg durante 2 min a 4°C.

En alicuotas de los sobrenadantes obtenidos con cada concentracién de
digitonina se determinan las actividades de enzimas marcadoras de las
diferentes localizaciones subcelulares. Mitocondria: citrato sintasa,
glicosoma: hexokinasa y fosfoenolpiruvato carboxikinasa, citosol: enzima
malica activada por L-aspartato, lisosoma: cruzipaina y a-manosidasa. En
cada alicuota se determina también la actividad de fosfolipasa A;.

Como se ha establecido en experimentos previos (secciéon § 11.3) que los
detergentes estimulan la actividad fosfolipasa Ay de Trypanosoma cruzi, los
resultados de las mediciones de la enzima se corrigieron para compensar
dicho efecto en cada concentracidn de digitonina.

12.2 Sedimentacién diferencial

Se resuspenden epimastigotes (1 g peso humedo) en 3 volumenes de 20
mM PBS, pH 7.4, conteniendo 1 mM 2-mercaptoetanol y 0.1 mM EDTA y se
someten a tres ciclos de congelamiento-descongelamiento. Luego, se
centrifugan a 27.000 xg por 30 min, a 4°C y se separa el sobrenadante. El
pellet se lava con el mismo buffer y se centrifuga nuevamente. Este ultimo
sobrenadante se incorpora al sobrenadante anterior (Sobrenadante A).

El pellet resultante se resuspende en 3 volumenes del mismo buffer y se
sonica en un Sonifier Cell Disruptor, Model W185 con tres tratamientos (30
seg. cada uno) a 45 W. El homogenato resultante se centrifuga como se
indica mas arriba. El sobrenadante se separa y el pellet se lava con 2
volumenes de buffer y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se
mezclan conjuntamente para formar el Sobrenadante B.
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Se ensaya la actividad fosfolipasa A en ambos sobrenadantes A y B asi
como también las actividades de enzimas marcadoras lisosomales:
cruzipaina, a-manosidasa y glicosomales: hexokinasa y fosfoenolpiruvato

carboxikinasa.

12.3 Determinacion de la actividad de enzimas marcadoras

Todas las determinaciones enzimaticas se realizaron a partir de los
diferentes sobrenadantes obtenidos en los experimentos de localizacién
subcelular (seccién § 12.1 y 12.2). Estos experimentos se realizaron en
colaboraciébn con el Dr. J.J.B. Cannata. Centro de Investigaciones
Bioenergéticas, CIBIERG, CONICET-UBA.

12.3.1 Actividad de la enzima cruzipaina

El ensayo enzimatico se realizd utilizando el sustrato sintético cromogénico
Bz-Pro-Phe-Arg-pNA, a pH 8 [175]. Se incuban 350 ul de la fuente de
enzima con 650 pl de la mezcla de reaccién y se mide la absorbancia a 410
nm luego de 30 min de incubacidén. La mezcla de reaccion contiene 500 pl
buffer Tris-HC! 0.1 M, pH 7.6, 100 ! B-mercaptoetanol 0.1 M y 50 pl sustrato
3 mM.

12.3.2 Actividad de la enzima a-manosidasa

Se utiliza p-nitrofenil-a-D-manopiranosido como sustrato cromogénico a pH
4.5 y en una concentracién de 12.5 mM [176]. La mezcla de reaccion se
compone de 100 pi de la muestra y 100 pl del sustrato (25 mM)
resuspendido en buffer Acetato de Sodio 0.5 M, pH 4.5. La incubacién se
efectia durante 15 min., a 37°C, se detiene con NaOH 1 N o glicina 1 M, pH
10y se lee la absorbancia a 410 nm.

65



Materiales v Métodos

12.3.3 Actividad de la enzima citrato sintasa

La actividad enzimatica se determiné espectrofotométricamente a 30°C
como se describié anteriormente [177], siguiendo el incremento en la
densidad éptica a 412 nm, debido a la reaccidén de la coenzima A liberada
con el reactivo de tioles DTNB. La mezcla de incubacién contiene 50 umoles
buffer Tris-HCI, pH 7.6; 1 umol EDTA, 0.1 umo! AcetilCoA, 0.25 umoles
oxaloacetato, 0.1 umol DTNB (volumen final 1 ml). Finalmente se adiciona la

preparacion enzimatica con la que se inicia la reaccion.

12.3.4 Actividad de la enzima hexokinasa

La actividad se determind espectrofotométricamente acoplandole el sistema
de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, siguiendo la reduccién del NADP" a
340 nm y a 30°C [178]. La mezcla de reaccién contiene 50 umoles buffer
Tris-HC!, pH 8; 0.3 umoles NADP*, 5 umoles MgCl,, 7 umoles ATP, 50
umoles glucosa, 2.5 miliunidades de glucosa -6-fosfato deshidrogenasa
(volumen final 1 ml). La preparacién enzimatica se adiciona para iniciar la

reaccion.

12.3.5 Actividad de la enzima malica

La actividad fue medida espectrofotométricamente a 30°C en la direccién de
la decarboxilacién del L-malato, siguiendo la reduccién del NADP* a 340 nm,
de acuerdo a lo descripto por Cannata y col [179]. La mezcla de reaccién
contiene 50 pumoles buffer Tris-HCI, pH 7.6, 10 umoles L-malato, 0.15
pmoles NADP* y 2 umoles MnCl, (volumen final 1 mi). La reaccién se inicia

con el agregado de la preparacion enzimatica.
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12.3.6 Actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxikinasa

La actividad fue medida radioquimicamente mediante la reaccién de
intercambio “CO2-oxaloacetato. La mezcla de reaccién contiene, 25 pmoles
buffer Tris-Acetato, pH 5.4; 1 umol MnCl;, 1 umol ATP, 12 umoles
oxaloacetato, 0.96 pmoles (1.2 pCi) NaH'CO3 (volumen final de 0.5 ml). La
preparacion enzimatica se agrega al final para iniciar la reaccidn. Luego de
incubar durante 10 min a 30°C se detiene por adicién de 50 pl HCIO42 M y

se cuantifica la radiactividad presente [180].

13. ACTIVIDAD DE LA FOSFOLIPASA A EN LOS DISTINTOS
ESTADIOS DEL Trypanosoma cruzi

Se realiza un ensayo comparativo de la actividad fosfolipasa en
epimastigotes, tripomastigotes metaciclicos, tripomastigotes de cultivo
celular y amastigotes de cultivo celular, analizando los productos de la
hidrélisis de fosfatidilcolina radiactiva. Brevemente, la mezcla de incubacion
consiste en 140 pl de los distintos homogenatos de parasitos (6.12 x 107
epimastigotes y amastigotes y 1.82 x 107 tripomastigotes metaciclicos y de
cultivo celular), 40 pul de una mezcla de sustrato y 20 ul de buffer acetato de
sodio, 1 M, pH 4.7.

Mezcla de sustrato: 0.01 puCilensayo de 1-palmitoil-2-{1-'“C] oleoil
fosfatidilcolina (Ae: 58 uCi/umol) con 0.6 mg/ensayo de fosfatidilcolina de
soja. La formaciéon de suspensiones homogéneas de los lipidos previa al
agregado de la muestra de enzima se realiza mediante agitacién con Ila
adicion de perlas de vidrio seguido por sonicacién. Se agregan 200 pl de
dietileter saturado en agua para inhibir Ia actividad lisofosfolipasa.
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Las incubaciones se realizan por 60 min., a 37°C, los lipidos se extraen
luego segun el método de Bligh & Dyer [155] y se separan por cromatografia
en capa delgada usando el sistema doble de solventes descripto
anteriormente [156,157]. La radiactividad se detecta por autorradiografia y
las diferentes manchas se identifican por comparacién con lipidos
comerciales que se corren en paralelo. Las porciones de las placas
conteniendo los diferentes lipidos se cortan, se sumergen en viales y se
cuantifica la radiactividad por centelleo liquido.

La cantidad de radiactividad presente en la porcién correspondiente a la
lisofosfatidilcolina, junto con la actividad especifica de la fosfatidilcolina
utilizada, permite calcular los umoles de lisofosfatidilcolina producida, lo cual
es una medida directa de la actividad fosfolipasa As.

14 FUENTES EXOGENAS DE ACIDOS GRASOS:
FOSFOLIPASAS PRESENTES EN EL INTESTINO DEL
INSECTO VECTOR

14.1 En el extracto del intestino posterior del Triatoma infestans

Las actividades fosfolipasas se ensayan en el extracto de intestino del vector
(seccién § 2.2.3) analizando los productos de Ia hidrélisis de fosfatidilcolina
utilizando los métodos anteriormente descriptos.

Las mezclas de incubacion consisten en 140 pul de extracto de intestino (2
mg/mi de proteina) y 60 pl de sustrato resuspendido en 0.1 M de Tris-HCI,
pH 7.2.

Sustrato: 0.01 pCi/ensayo de 1-paimitoil-2-{1-'“C]oleoilfosfatidilcolina, (Ae:
58 uCi/umol) y 0.6 mg/ensayo de fosfatidilcolina de soja

Luego de 1 o0 2 horas de incubacién a 30°C, los lipidos se extraen por el
procedimiento de Bligh & Dyer [165] y se separan por cromatografia
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delgada. La radiactividad se detecta por autorradiografia siguiendo la

metodologia ya descripta.

14.2 En el contenido intestinal de Triatoma infestans

El contenido intestinal de grupos de 15 insectos alimentados 5 o0 48 hs antes,
se obtiene presionando cada insecto con un par de pinzas y disolviendo el
material obtenido en 1 ml de PBS.

La actividad fosfolipasa se ensaya a pH 7.2, tal como se describe
anteriormente, usando como fuente de enzima el contenido intestinal. Se
utilizaron 12 pg de proteina por ensayo y se promediaron los resultados

obtenidos a partir de 4 grupos.

15. DIGESTION DE PROTEINAS EN GEL

Una vez realizada la electroforesis en geles de poliacrilamida de la proteina
purificada, se tifie el gel con 0.1 % Coomassie R250 / 20 % MeOH / 0.5 %
AcOH y se destifie con 30% MeOH. Se recorta el trozo de gel que contiene
la banda de interés y se realiza una reduccién y alquilacién de la proteina
previa a la digestiébn que consiste en la incubacién con NHsHCO3 100 mM y
10 pl de Ditiotreitol 45 mM a 60° C, 30 min. Luego de ese tiempo se agregan
10 ul de iodoacetamida 100 mM y se vuelve a incubar 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Se descarta el solvente y se lava el gel en 500 pl de
acetonitrilo 50 % / NH/HCO3; 100 mM en agitacién durante 1 h. Se descarta
el solvente, se agregan 50 ul de acetonitrilo y después de 10-15 min se
remueve el solvente y se seca el gel en un rotavapor. Se reconstituye el
trozo de gel con 10 ul NH4HCO3; 25 mM conteniendo tripsina modificada
Promega (0.1-0.2 nug de tripsina por cada 10 ul de NH4HCO3; 25 mM). Se
deja de 10-15 min y se agregan 10-20 ul de buffer adicional para cubrir el gel
(los trozos de gel deben estar humedos durante la digestién). La incubacion
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se lleva a cabo durante 15 horas a 37° C. La extraccién se realiza lavando 3
veces con 50 ul Acetonitrilo 60 % / 0.1 % TFA por 20 min y centrifugando. La
muestra obtenida se centrifuga con vacio hasta que quedan 10-20 pl y se

envia a analizar.

16. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS DE
PVDF

Se realizé la transferencia de la fosfolipasa A purificada a membranas de
PVDF para intentar su secuenciacién. Previamente se activa una hoja de
PVDF (Problott de Applied Biosystems) por inmersién en metanol por 10 seg
y luego se la enjuaga por inmersion en agua milipore. Se deja transfenr a
100 V durante 90 min, se lava y tifie con 0.1 %de Coomasie blue en metanol
50 %/acido acético 1 % durante 1 min. Luego se decolora con metanol 50 %,
se lava con agua milipore, se seca y se envia para su secuenciacion.

17. DETERMINACION DE PROTEINAS

Las cantidades de proteinas se determinaron por el método de Lowry y col.
[154] o mediante el método de Bradford [181].

Reactivo de Bradford: (1 litro): disolver 100 mg de Coomassie G250 en 50
mi de etanol 95 %, agregar 100 mi de acido fosférico 85 % y compietar a
volumen con agua. Filtrar y guardar en frasco oscuro.

18. ANALISIS ESTADISTICO
Se realizaron comparaciones de medias muestrales utilizando tests t de

Student unilaterales. <
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1. MULTIPLICIDAD DE SENALES METACICLOGENICAS EN
EXTRACTOS DE INTESTINO DE TRIATOMINEOS

En nuestro laboratorio se establecid que extractos intestinales de los
Triatomineos poseen actividad metaciclogénica [32]. Estudios posteriores
demostraron que la digestion de la hemoglobina en el intestino de estos
insectos resulta en la aparicion de péptidos con actividad metaciclogénica
variable [34]. Sin embargo esos péptidos no inducen los porcentajes de
metaciclogénesis obtenidos con el extracto de intestino posterior de Triatoma
infestans (Ei) completo (Figura 1), sugiriendo la presencia de otros factores
metaciclogénicos. En este trabajo se investigé la aparicion de moléculas
liposolubles con actividad metaciclogénica, durante la digestion de la sangre

en el intestino del insecto vector.

2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
LIPIDOS PRESENTES EN EL EXTRACTO DE INTESTINO
POSTERIOR DE Triatoma infestans (Ei).

2.1. CONCENTRACION DE LIPIDOS TOTALES EN EL Ei

Al realizar la extraccion de los lipidos [155] de extractos de intestino posterior
de Triatoma infestans, cuya concentracion de proteinas habia sido ajustada
a 2 mg/ml (cantidad utilizada para los ensayos de metaciclogénesis), se
determiné que la concentracién lipidica en dichos extractos oscilaba entre
250 a 350 pg/ml, dependiendo del lote de insectos analizado.
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2.2. EVALUACION BIOLOGICA DE LOS LiPIDOS TOTALES DEL Ei J

Los lipidos obtenidos en la seccién anterior (§ 2.1), fueron utilizados para
evaluar su capacidad de inducir metaciclogénesis. Como se observa en la
Figura 1, los lipidos del Ei son capaces de promover una morfogénesis
significativa con respecto a los valores obtenidos con parasitos no

estimulados (control).

Figura 1: Los lipidos del Ei inducen metaciclogénesis
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Los asteriscos sefalan los componentes que inducen aumentos
significativos en la metaciclogénesis con respecto al control (parasitos no
estimulados). ** p<0.005, * p<0.05. Ei: extracto de intestino posterior de T.
infestans (proteina: 2 mg/ml), P19: péptido derivado de la globina que corresponde
a los residuos 3049 (100 uM). FL: fraccion lipidica del Ej (300 pg/ml), SG: sangre
de gallina hemolisada (proteina: 2 mg/ml), FL-AGL: fraccién lipidica del Ej sin los

acidos grasos libres.

Pudimos observar también que mientras que la fraccion lipidica del E/ induce
la diferenciacion del estadio de epimastigote a tripomastigote metaciclico, el
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hemolisado de sangre de gallina, alimento del vector en nuestro laboratorio,
en cantidad equivalente, no es capaz por si mismo de estimular dicha
metaciclogénesis (Figura 1).

Estos hallazgos determinaron la necesidad de analizar los lipidos presentes
en el Ei para identificar el componente activo. Este componente deberia
presentarse en diferente concentracion o estar ausente en la sangre de
gallina sin digerir, pues esta ultima es inactiva.

3. ANALISIS DE LOS LiPIDOS PRESENTES EN LA SANGRE
DE GALLINAY EN EL Ei

3.1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

Con el objetivo de comparar la composicién lipidica de la sangre de gallina
sin digerir y el Ei, se analizaron dichas muestras por cromatografia en capa
delgada (Figura 2). Los solventes utilizados permitieron la separacién de los
lipidos polares y neutros de cada preparacién. La carbonizacién de los
lipidos mediante la técnica de “charring” [158] permiti6é la visualizacion y
postenor cuantificacion densitométrica de cada lipido presente.
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Figura 2: Analisis de los lipidos presentes en la sangre de gallina sin
digerir, en el Ei y en el contenido intestinal
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1: sangre de gallina sin digerir, 2: Ei. extracto de intestino posterior de T.
infestans, 3: contenido intestinal de T. Infestans. En todos los casos la
cantidad de lipidos sembrada fue de 1 mg. SM: esfingomielina, PC:
fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, MG: monoacilglicerol, Col+DG: colesterol
+ diacilglicerol, AGL: acidos grasos libres, EE+TG: ésteres de esteroles +
triacilglicerol.

En la Figura 2 se observa, en la calle 1, sangre de gallina sin digerir, una
gran cantidad de fosfolipidos, principalmente fosfatidilcolina (PC) vy
fosfatidiletanolamina (PE), y de lipidos neutros: triacilglicerol, diacilglicerol,

monoacilglicerol, ésteres de esteroles y colesterol asi como pequefas
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cantidades de acidos grasos libres (AGL). En la calle 2, que corresponde al
Ei, se muestra una marcada disminucién en la cantidad de fosfolipidos y un
aumento importante en la cantidad de AGL.

Por ultimo, considerando que el Ei esta formado por el tejido intestinal y su
contenido, se decidi6 analizar también e! perfil lipidico del contenido
intestinal aislado presionando ligeramente los insectos (calle 3). Esa calle
refleja nuevamente el aumento de AGL observado en el Ei y una
desaparicién total de los fosfolipidos, indicando que las escasas cantidades
de PC y PE halladas en el Ei pueden explicarse como restos de las
membranas celulares del intestino del insecto.

Por otro lado, los aumentos en los AGL y las disminuciones de los
fosfolipidos en la sangre digerida (Ei) indican la activa presencia de
fosfolipasas en el contenido intestinal.

3.2. DENSITOMETRIA Y CUANTIFICACION DE LOS LIiPIDOS HALLADOS
EN LA SANGRE DE GALLINAY EN EL Ei.

Los perfiles lipidicos, mostrados en la Figura 1, fueron analizados utilizando
un scanner Umax, Astra 610S (Figura 3) y mediante el programa SigmaGel
se determiné por densitometria el porcentaje relativo de cada lipido
presente, que se observa en la Tabla 1.

Los resultados muestran un aumento de AGL de 4 veces en el Ei con
respecto a la sangre de gallina sin digerir. Dado que la cantidad de lipidos
totales presentes en el Ei se determiné en aproximadamente 300 pg/ml y
que los AGL representan el 30.4 % de la totalidad de los lipidos, dicha
cantidad corresponde aproximadamente a 91 pg/ml. Por otra parte, las
disminuciones de los lipidos polares en el Ei respecto de la sangre de
gallina, resultaron de aproximadamente 40 y 75 % para PE y PC,
respectivamente.
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Figura 3: Densitometria de los lipidos hallados en la sangre de gallina
no digerida (A) y en el extracto de intestino de Triatoma infestans (B).
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SM: esfingomielina, PC: fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, MG:
monoacilglicerol, Col+DG: colesterol + diacilglicerol, AGL: acidos grasos libres,

EE+TG: ésteres de esteroles + triacilglicerol.
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Tabla 1: Aumento de los acidos grasos libres en el Ei

LiPIDO SG (%) Ei (%)
EE+TG 9.5 13.5
AGL 7.6 30.4
Col+DG 31.8 30.2
MG 8.3 11.6
PE 14.3 8.6
PC 19.7 5.1
SM 8.8 0.6

SG: sangre de gallina sin digerir, Ei: extracto de intestino posterior de T.
infestans. EE +TG: ésteres de esteroles + triacilglicerol, AGL: acidos grasos libres,
Col+DG: colesterol + diacilglicerol, MG: monoacilglicerol, PE: fosfatidiletanolamina,
PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina.

4. ACIDOS GRASOS LIBRES DEL Ei Y SU PARTICIPACION
EN EL PROCESO DE METACICLOGENESIS

4.1. ANALISIS DE LA RELEVANCIA DE LOS ACIDOS GRASOS DEL Eij
EN EL PROCESO DE METACICLOGENESIS

Por cromatografia en capa delgada se determiné la aparicién de importantes
cantidades de AGL en el Ei, notoriamente superiores a las halladas en la
sangre de gallina. La capacidad de los AGL de atravesar membranas
biolégicas y sus efectos sobre el metabolismo lipidico, activando enzimas

<
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tales como la fosfatasa de acido fosfatidico [145-149], sugirieron un posible

rol de estos lipidos en la metaciclogénesis.

Experimentos preliminares en los cuales se investig6 la posible actividad
metaciclogénica de los distintos lipidos separados por cromatografia en capa
delgada, indicaron que s6lo los AGL manifestaban dicha actividad
(resultados no mostrados). Para confirmar este hallazgo, se realiz6
nuevamente separacién cromatografica de la fraccion lipidica del Ei,
removiéndose en esta oportunidad, la porcion correspondiente a los AGL.
Los lipidos restantes se eluyeron conjuntamente y se ensay6 la actividad
biolégica tal como se describe en Materiales y Métodos (seccién § 2.2.1).

Los resultados que se observan en la Figura 1 determinaron que al ser
eliminados los AGL de la fraccién lipidica, la estimulacion de la
metaciclogénesis resulta suprimida, mientras que su restitucién a los cultivos
da lugar al recuperacion completa de los porcentajes de diferenciacion
previamente observados (30.5 £ 3.6 %).

4.2. IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA GASEOSA DE LOS
ACIDOS GRASOS LIBRES PRESENTES EN EL Ei.

Se realizaron estudios por cromatografia gaseosa de la fraccion de AGL,
como se detalla en Materiales y Métodos, que demostraron la existencia de
oleato, estearato, palmitato, linoleato y linolenato. La identidad de cada uno
de ellos fue confirmada por espectrometria de masa. Los porcentajes de
cada acido graso se graflcan en la Figura 4 que muestra que los acidos
oleico y estearico son significativamente mayoritarios con respecto al resto
de los AGL.
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Figura 4: Los acidos oleico y estearico son los acidos grasos
mayoritarios del Ei
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4.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS DIFERENTES ACIDOS GRASOS
IDENTIFICADOS EN EL Ei

Con la finalidad de estudiar si los acidos grasos hallados en el Ei eran
capaces de inducir metaciclogénesis, cada AGL fue agregado en forma
aislada a los cultivos de epimastigotes en el ensayo de diferenciacién. La
concentracion de cada AGL utilizada en estos experimentos fue equivalente
a la hallada en el Ei: 91 pg/ml, que corresponde aproximadamente a 300 uM
para los acidos grasos mayoritarios, oleico y estearico. Sin embargo, cabe
destacar que la concentracion de los acidos palmitico, linoleico y linolénico
en el Ei, es mucho menor (Figura 4).

La Figura 5§ muestra los porcentajes de metaciclogénesis alcanzados con

cada uno de los AGL y en ella se observa que sélo el acido estearico y el

acido oleico, fueron capaces de promover la diferenciacion.
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Los asteriscos sefnalan los componentes que inducen aumentos
significativos en la metaciclogénesis con respecto al control (parasitos no
estimulados). ** p<0.005, * p<0.05. La concentracion de AGL utilizada fue de

300 uM. Ei: extracto de intestino de T. infestans.

5. RELACION ENTRE PROTEINA KINASA C Y
METACICLOGENESIS

Esta ampliamente aceptado que diversas proteinas kinasas participan en la
regulacion de la diferenciacion celular [39,46,56,167]. Observaciones que se
describen en detalle mas adelante en esta Tesis, mostraron que los AGL
inducen la sintesis de diacilglicerol, lipido activador de la proteina kinasa C
(PKC). Por este motivo se investigo si dicha kinasa se halla involucrada en la
diferenciacion del Trypanosoma cruzi. Para alcanzar este objetivo se usaron
4 estrategias experimentales diferentes:
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(i) Diferenciacién en paréasitos tratados con activadores de la
PKC.
(ii) Efecto de inhibidores de la PKC sobre la diferenciacion.

(iii) Efecto de la regulacién negativa (“down-regulation”) de la PKC,
por exposiciéon prolongada a forbol ésteres, sobre la
diferenciacién.

(iv) Comparacién de perfiles de fosforilacion de proteinas

producidas por Ei, AGL y agonistas de la PKC.

5.1. DIFERENCIACION EN PARASITOS TRATADOS CON ACTIVADORES
DE LA PKC

Para evaluar los efectos de los agonistas de la PKC sobre la morfogénesis
de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, se utilizaron compuestos cuya
concentracién 6ptima y activacion de la enzima habla sido demostrada
anteriormente en el parasito y en otros sistemas [46,51,52,56,58,61]. Los
resultados de los experimentos se muestran en la Figura 6. Se observa que
cuando los parasitos son estimulados durante 30 min con forbol miristato
acetato (PMA) o con oleoil acetil glicerol (OAG), se logra en ambos casos
una induccion significativa de la morfogénesis con relacién a los controles no
estimulados.

En todos los experimentos se realizaron controles utilizando la misma
concentracion del vehiculo empleado para disolver los compuestos
(dimetilsulféxido o etanol) sin que ninguno de ellos mostrara algin efecto
téxico sobre las células.
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Figura 6: Los activadores de la PKC inducen metaciclogénesis.
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Los asteriscos sefalan los componentes que inducen aumentos
significativos en la metaciclogénesis con respecto al control (parasitos no
estimulados). *** p<0.005, ** p<0.01, * p<0.05. Ei: extracto de intestino
posterior de T. infestans, OAG: 1-oleoil 2-acetil-sn glicerol (10 pg/ml), PMA: forbol
12-miristato 13-acetato (20 ng/ml).

52. EFECTO DE INHIBIDORES DE LA PKC SOBRE LA
DIFERENCIACION.

Los epimastigotes fueron incubados con diferentes inhibidores conocidos de
la PKC [159-165] previo a la estimulaciéon con el Ei. Los compuestos
utilizados fueron: H7 (Ki = 6 uM), HA 1004 (Ki = 40 uM), Staurosporina
(ICs50=2.7 nM) y Bisindolilmaleimida (Ki = 10 nM). Como se muestra en la
Figura 7, HA1004 (10 uM) y Bisindoliimaleimida (15 nM) inhiben
significativamente la metaciclogénesis en concentraciones que no poseen
efectos téxicos. El H7 (6 uM) por si mismo carece de accion inhibitoria sobre
la diferenciacion. Sin embargo, cuando el H7 y el HA1004 fueron anadidos
conjuntamente, se observo una inhibicion significativamente mayor de la
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metaciclogénesis. Ninguna de las concentraciones de los compuestos
anteriores, utilizadas mostré ser toxicas, ya que no se vio afectada la
movilidad ni la morfologia de los parasitos. Sin embargo, cuando el alcaloide
microbiano Staurosporina (ICsp 2.7 nM), fue ensayado en concentraciones
de 2.7 nM, no se detectd una supresion significativa de la metaciclogénesis
(Figura 7). Concentraciones mayores de este inhibidor resultaron en una

importante toxicidad celular.

Figura 7: Efecto de inhibidores de la PKC sobre la metaciclogénesis.
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Los asteriscos sefalan los componentes que inducen aumentos
significativos en la metaciclogénesis con respecto al control (parasitos no
estimulados). ** p<0.01, * p<0.05. La inhibicién de la metaciclogénesis fue
evaluada con respecto a epimastigotes estimulados con Ei y sin inhibidores.
St: Staurosporina, Bm: Bisindoliimaleimida, PMA: forbol-12-miristato-13-acetato
(24h)
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5.3. EFECTO DE LA REGULACION NEGATIVA (“down-regulation™) DE
LA PKC, POR EXPOSICION PROLONGADA A FORBOL ESTERES,
SOBRE LA DIFERENCIACION.

Numerosos investigadores han descripto en células eucanotas, que mientras
que la incubacién con cantidades bajas de PMA, administradas en pulsos de
corta duracion, estimulan a la PKC, altas concentraciones de dicho
compuesto, por tiempos prolongados, regulan negativamente a la enzima
[166,167,182]. Con el objetivo de comprobar si en el Trypanosoma cruzi el
forbol éster actia de la misma manera y tiene efecto sobre la
metaciclogénesis, se expuso a los parasitos a altas concentraciones de PMA
100 nM (61.7 ng/ml), por 24 hs. Transcurrido dicho periodo, se realiz6 el
ensayo de diferenciaciéon, comprobandose que en los epimastigotes este
tratamiento producfa una regulacién negativa de la PKC, que bloqueaba
significativamente la metaciclogénesis inducida por el Ei (Figura 7).
Resultados similares se obtuvieron cuando los parasitos fueron incubados
con acido oleico, reemplazando al Ei completo (dato no mostrado).

Para comprobar que la PKC estuviera en efecto regulada negativamente por
la incubacion con altas concentraciones de PMA, durante tiempos
prolongados, se realizaron ensayos de fosforilacion de proteinas. Se
utilizaron epimastigotes (107 células/ml, 41 ug proteina) tratados con 100 nM
PMA durante 24 hs a 28°C y, como control, alicuotas de los mismos cultivos
tratados con el correspondiente vehiculo, DMSO. Al cabo de dicho periodo
se elimina por lavado el compuesto y se afiade [P} ortofosfato de sodio 100
uCi/ml (Ae: 900-1100 pCi/umol) disuelto en medio RPMI 1640 libre de
fosfato con 0.2 % de BSA, prolongandose la incubacién por 12 horas
adicionales. Luego de ese lapso, los parasitos se lavan 3 veces, se
resuspenden en el mismo volumen de medio Grace y 500 pl de los parasitos
marcados se exponen durante 30 min a: DMSO (control) o a PMA (20
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ng/ml). Las proteinas fosforiladas se analizan por electroforesis en geles de
SDS poliacrilamida y se visualizan por autorradiografia.

La Figura 8 ilustra la disminucién de la actividad enzimatica por efecto de la
exposicion prologada a PMA. Este resultado verifica que el fenémeno de la
regulacién negativa también ocurre en Trypanosoma cruzi. En la calle 2
(parasitos estimulados con un pulso de PMA, 30 min, control positivo) se
observan bandas intensas de fosforilacién. Los niveles de fosforilacién de
proteinas para los parasitos que fueron incubados 24 hs con PMA (calle 3)
resultaron semejantes al control (parasitos no estimulados, calle 1). La
supresion de la fosforilacién tuvo lugar también en parasitos estimulados con
Ei en lugar de PMA (calle 4). Estos experimentos confirman funcionalmente
que en estas condiciones, la enzima esta bloqueada, sugiriendo una relacién
entre la actividad de la PKC y la metaciclogénesis.

Figura 8: Regulacion negativa de la PKC de Trypanosoma cruzi

1: control sin estimulacién, 2: estimulacién con 32 nM (20 ng/ml) PMA, 30
min, 3: regulacién negativa de la PKC con 100 nM (61.7 ng/ml) PMA por 24
hs, 4: regulacién negativa de la PKC y posterior estimulacién con el Ei. Se

sembré material correspondiente a 4 ug protefna (10° paréasitos) en cada calle.
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54. COMPARACION DE PERFILES DE FOSFORILACION DE
PROTEINAS PRODUCIDAS POR Ei, AGL Y AGONISTAS DE LA PKC.

Finalmente, en un cuarto enfoque se investigdé la activacién in vivo de la
PKC, analizando la fosforilacion de proteinas luego de la estimulacion de la
metaciclogénesis. Para ello se utlizaron como inductores de Ia
diferenciacion Ei y PMA y se compararon los perfiles de fosforilacion de

proteinas en parasitos previamente marcados con [*?P] fosfato de sodio.

Figura 9: Fosforilacion de proteinas en epimastigotes tratados con

estimuladores de la metaciclogénesis.
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1: control, 2: OAG 10 pug/ml, 3: Ei 2 mg/ml, 4: acido oleico 300 uM, 5:

DibutirilF-AMPc 1 mM. En cada calle se sembré material correspondiente a 4 ug
proteina (10° parasitos). Las flechas rojas sefialan las proteinas fosforiladas por la
PKC, mientras que la flecha verde indica un banda fosforilada por la PKA.

La Figura 9 muestra los distintos perfiles de fosforilaciéon obtenidos con cada

estimulo. Se observa un aumento en la fosforilacion de las bandas de
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aproximadamente 180, 120 y 26 kDa en las calles correspondientes a OAG
(calle 2), Ei (calle 3) y acido oleico (calle 4), con relacion al control sin
estimular (calle 1). Es decir, los perfiles de fosforilacién correspondientes al
Eiy al acido oleico son semejantes al del OAG, activador de la PKC. Ello
sugiere fuertemente que tanto el Ei como el &cido oleico, que son
estimuladores de la metaciclogénesis, activan la PKC en células de T. cruzi.

Se incorporé también en esta investigacién la estimulacion con 1 mM
Dibutiril-AMPc (calle 5), un analogo pemmeante del AMPc que activa
selectivamente a la proteina kinasa A (PKA) [183,184]. Este analisis mostré
un perfil de fosfonlacién netamente distinto de los observados al utilizar el E;,
OAG o 4cido oleico. En particular el Dibutinl-AMPc induce una fosforilacién
marcada en una banda de peso molecular aproximado de 38 kDa.

6. INCORPORACION Y DESTINO METABOLICO DE LOS
ACIDOS GRASOS EN LOS EPIMASTIGOTES

Para determinar si los acidos grasos, presentes en el Ei son incorporados
por los epimastigotes y cuéal es su destino final en el metabolismo del
parasito, se realizaron estudios de marcacion radioisotopica, con los AGL
mayoritarios del Ei ['*C] 4cido oleico, ['“C] 4cido estearico y [**C) 4cido

palmitico.

6.1 INCORPORACION DE ACIDO OLEICO Y ACIDO ESTEARICO

En las Figuras 10 A y B, se observa ya en tiempos tempranos (15 min) una
incorporacién importante de los acidos grasos oleico y estearico, siendo

mucho mayor la correspondiente al acido oleico. En la Figura 10A se
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sembré en cada calle el total de lipidos extraidos a partir de los parasitos
utilizados (10® células por ensayo) y en la Figura 10B se sembraron
alicuotas conteniendo la misma cantidad de radiactividad, aproximadamente
0.2 uCi. Ambas figuras refiejan que la incorporaciéon de estos AGL ocurre
tanto hacia la sintesis de lipidos polares como de lipidos neutros.

Figura 10: Incorporacién de acidos oleico y estearico en epimastigotes.

I
EE
TG
EE
TG
AGL AGL
DG
MG DG
PA
MG
PE PA
PE
PC
PC
| SM SM
1 2 3 4 1 2 3 4

Figura A: 10® parasitos por calle, Figura B: 0.2 pCi por calle. 1: acido
estearico 15 min, 2: acido estearico 30 min, 3: acido oleico 15 min, 4: acido
oleico 30 min. SM: esfingomielina, PC: fosfatidilcolina, PA: 4cido fosfatidico, PE:
fosfatidiletanolamina, MG: monoacilglicerol, DG: diacilglicerol, AGL: acidos grasos
libres, TG: triacilglicerol, EE: ésteres de esteroles.
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Tabla 2: Incorporacion y destino metabdlico de los acidos estearico y

oleico en epimastigotes

Incorporacion de radiactividad (%)
Acido Acido Acido Acido
Lipido estearico estearico oleico oleico
(15 min) (30 min) (15 min) (30 min)
EE+TG 5 6.6 17.4 21.8
AGL 82.3 67.9 63.3 55
DG 1.7 1.4 34 6.9
MG 4.2 9.7 --- ---
PA 2.8 8.3 4.5 3.3
PE 3 5.2 0.7 3.6
PC 1 0.9 8.7 8.3
SM --- - 2 1.4

Las determinaciones de los porcentajes de cada lipido son los
correspondientes al andlisis de la Figura 10 B. SM: esfingomielina, PC:

fosfatidilcolina, PA: 4cido fosfatidico, PE: fosfatidiletanolamina, MG:
monoacilglicerol, DG: diacilglicerol, AGL: &cidos grasos libres, EE+TG: ésteres de

esteroles + triacilglicerol.

La Figura 10 pone en evidencia la capacidad de los AGL de incorporarse
rapidamente al parasito, generando diversos lipidos. Dentro de ellos,
destacan en el caso del &cido estearico: ésteres de esteroles,
monoacilglicerol, fosfatidiletanolamina y acido fosfatidico. Mientras que con
respecto al acido oleico, se sintetizan mayoritariamente: ésteres de

89



Resultados

esteroles, diacilglicerol, fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico,
fosfatidilcolina y esfingomielina.

6.2 INCORPORACION DE ACIDO PALMITICO

A diferencia de lo observado con los acidos oleico y estearico (Figura 10) los
ensayos con acido palmitico mostraron que si bien se incorpora al parasito,
no lo hace hacia los diferentes fosfolipidos del parasito. La Figura 11 refleja
que en los tiempos ensayados (15 y 30 min) dicho acido graso sélo es
utilizado para la sintesis de lipidos neutros, mayoritariamente ésteres de
esteroles y triacilglicerol, con muy baja incorporacién hacia diacilglicerol.

Figura 11: Incorporacién de acido palmitico en epimastigotes.

EE+TG | "W |
AGL |68

MG
PE

1: 15 min, 2: 30 min. Se utilizaron 10°® parasitos por calle. MG: monoacilglicerol,

DG: diacilglicerol, AGL: &cidos grasos libres, EE+TG: ésteres de esteroles +
triacilglicerol, PE: fosfatidiletanolamina, PC: fosfatidilcolina.
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7. RELACION ENTRE METACICLOGENESIS E INDUCCION DE
SINTESIS DE LIPIDOS EN EPIMASTIGOTES

7.1 INDUCCION DE LA SINTESIS DE FOSFOLIPIDOS CON FACTORES
METACICLOGENICOS

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en los experimentos de
incorporacién de AGL marcados con '“C, se empleé una metodologia similar
a la utilizada en los ensayos de fosforilacién de proteinas (seccion § 5.4). Se
investigd si los diferentes factores metaciclogénicos estimulaban la sintesis
de fosfolipidos en parasitos marcados previamente con [*?P] fosfato de
sodio.

Figura 12: Sintesis de fosfatidilcolina en epimastigotes estimulados
con OAG, acido oleico y Ei

PE

PS+PI

LPE - 4

PC ' * * t —

1: control (sin estimulo), 2: acido oleico 300 uM, 3: OAG 10 pg/ml, 4: Ei 2 mg/ml.
PC: fosfatidilcolina, LPE: lisofosfatidiletanolamina, PS+Pl: fosfatidilserina+
fosfatidilinositol, PE: fosfatidiletanolamina
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Tabla 3: Aumento de la sintesis de fosfatidilcolina en epimastigotes
estimulados con &acido oleico, OAG y Ei

PE 28.3 20.4 23.7 20.3
PS+PI 63.1 57.5 64.3 59
LPE 2.5 2.6 2.8 2.0
PC 6.1 19.5 9.2 18

fosfatidilcolina, LPE:

lisofosfatidiletanolamina, PS+PIl:

fosfatidilserina +

fosfatidilinositol, PE: fosfatidiletanolamina

La Figura 12 y la Tabla 3, muestran un marcado aumento de PC
(aproximadamente 300 %) en los parasitos estimulados con acido oleico y
Ei, y de 50% en el caso de los estimulados con OAG, sugiriendo que el
extracto de intestino del insecto vector mediante los AGL que posee activan
la biosintesis de PC. Ello confirma que estos estimulos activan la sintesis de

DG intermediario directo para la formacién de PC.

7.2 INDUCCION DE LA SINTESIS DE LIPIDOS NEUTROS CON Ei

Para investigar y visualizar los efectos que los AGL del extracto de intestino
poseen sobre la biosintesis de los lipidos neutros en el parasito, se utilizaron
las condiciones que inducen metaciclogénesis en presencia de 1 uCi/ml de
['“C] &cido oleico. La Figura 13 revela una mayor incorporacién de los
acidos grasos radiactivos y un aumento de 3 veces en la marcacion de

<
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diacilglicerol en los parasitos estimulados con Ei, con respecto de los

parasitos controles, en los que sélo se anadié vehiculo.

Figura 13: Aumento de la generacion de diacilglicerol en parasitos

estimulados con Ei

*
EE
TG
AGL | & &

DG o W —

PL o ®
1 2

1: control (sin estimulo), 2: estimulacidn con Ei. PL: fosfolipidos, MG:
monoacilglicerol, DG: diacilglicerol, AGL: acidos grasos libres, TG: triacilglicerol,
EE: ésteres de esteroles

7.3 INDUCCION DE LA SINTESIS DE LIPIDOS NEUTROS Y POLARES
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACIDO OLEICO

Los ensayos anteriores (seccidén § 7.1) habian sugerido la activacion de
diferentes vias de sintesis de fosfolipidos durante la estimulaciéon de la
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metaciclogénesis con Ei y acido oleico. Con el objetivo de establecer qué
caminos metabdlicos se activan y cuéles son los intermediarios polares y
neutros que se generan concomitantemente con la diferenciacion inducida
por acido oleico, se estimularon epimastigotes con diferentes
concentraciones de este acido, durante 30 min, a los que posteriormente se
les adiciond 1 uCi/ml de ["“C]oleato. Los resultados que se muestran en las
Figuras 14 y 15, reflejan un incremento de hasta 2.5 veces en las

cantidades de DG y de 2 veces en la de PC.

Figura 14: Sintesis de lipidos en epimastigotes estimulados con

diferentes concentraciones de acido oleico.

*

EE+TG

AGL

LPC

1: control (sin &cido oleico), 2: acido oleico 10 uM, 3: &cido oleico 30 uM, 4:
acido oleico 100 uM, 5: acido oleico 300 uM. LPC: lisofosfatidilcolina, PC:

fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, MG: monoacilglicerol, DG: diacilglicerol,
AGL.: acidos grasos libres, EE+TG: ésteres de esteroles + triacilglicerol.
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Figura 15: Aumento de DG y PC en parasitos estimulados con oleato
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8. INCORPORACION Y DEGRADACION DE

FOSFATIDILCOLINA EN CULTIVOS DE EPIMASTIGOTES

En el intestino del insecto vector, los epimastigotes se encuentran inmersos
en un medio inicialmente provisto de grandes cantidades de fosfolipidos.
Estos fosfolipidos pueden ser captados por los parasitos y actuar como
sustratos para fosfolipasas endégenas generando asi AGL. Mas aun, por
razones desconocidas hasta el presente, el ultrafitrado de huevo es un
agregado esencial para la diferenciacioén in vitro [1]. Este componente posee
importantes cantidades de fosfolipidos que también podrian jugar el rol como
fuentes de AGL. Por estas razones resulté importante investigar la
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degradacion de fosfolipidos por epimastigotes de 7. cruzi. Para ello,
utilizamos 1 pCi 1-palmitoil-2-[1-'*C] oleoil fosfatidilcolina, adicionada al
cultivo de epimastigotes y examinamos la generacién de diferentes lipidos
en el interior de los parasitos, a diferentes tiempos. En la Figura 16 se
muestran los resultados del analisis de los lipidos, reflejando principalmente
la produccion de lipidos neutros: triacilglicerol, AGL, diacilglicerol,
monoacilglicerol y entre los lipidos polares fosfatidiletanolamina.

Figura 16: Digestion de fosfatidilcolina e incorporaciéon de sus AGL a

lipidos endégenos de epimastigotes

B W * *

DG

MG

PE

onrc |99 4 8 ey

1 2 3 4 5 6 7

1: control O hs, 2: control 65 hs, 3: parasitos 1 h, 4: 15 hs, 5: 24 hs, 6: 48 hs,
7: 65 hs. LPC+PC: lisofosfatidilcolina + fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina,
MG: monoacilglicerol, DG: diacilglicerol, AGL: 4&cidos grasos libres, TG:

triacilglicerol.
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En la Figura 16 se observa que la mezcla de solventes utilizada para
analizar los lipidos polares, no resultd eficiente para separar la
fosfatidilcolina de la lisofosfatidilcolina. Debido a ello, se desarrolld
nuevamente la cromatografia en placa con una mezcla de solventes de
mayor polaridad (cloroformo/metanol/agua, 65:35:5, v/v). Este procedimiento
adicional permitidé visualizar la generacion de lisofosfatidilcolina, que no se
habia observado anteriormente (Figura 17).

Figura 17: Digestion de fosfatidilcolina y generacién endégena de

lipidos en epimastigotes

PC ""VVVV

LPC

1: control O hs, 2: control 65 hs, 3: parasitos 1 h, 4: 15 hs, 5: 24 hs, 6: 48 hs,
7: 65 hs. LPC: lisofosfatidilcolina, PC: fosfatidilcolina.
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9. ESTUDIO DE LA GENERACION DE ACIDOS GRASOS
LIBRES DURANTE PROCESOS AUTOLITICOS

Con el objetivo de investigar si las fosfolipasas propias del parasito pueden
dar lugar a una importante degradacién de fosfolipidos enddgenos en los
distintos estadios del Trypanosoma cruzi, epimastigotes, tripomastigotes y
amastigotes se marcaron metabdlicamente con precursores lipidicos,
["“Clacetato de sodio para los epimastigotes y [1-'“Cloleato para los
tripomastigotes y amastigotes. Los parasitos luego se lisaron y se incubaron
en diversas condiciones. En el caso de los epimastigotes, las incubaciones
se extendieron hasta 24 hs, a 28° C, mientras que para los tripomastigotes y
los amastigotes las incubaciones se realizaron durante 12 hs, a 37°C. Luego
de esos periodos una rapida e importante degradacioén de los fosfolipidos
endégenos fue encontrada en todos los estadios parasitarios. El andlisis de
los lipidos radiactivos resultantes mostré una importante reducciéon de la PC
y una acumulacion de AGL (Figura 18), ambos indicadores de la presencia
de fosfolipasa tipo A. Asimismo se observé que la produccién de AGL y
lisofosfatidilcolina en los epimastigotes lisados no fue alterada por el
agregado de CaCl, o0 EDTA (calles 3 y 4).

En la suspensién de epimastigotes también se observé acumulaciéon de
lisofosfatidilcolina (LPC). La acumulacién de AGL fue marcadamente mayor
que el aumento de LPC, indicando una actividad lisofosfolipasa A. Es
importante destacar que, en un intento por imitar las condiciones naturales,
en estos experimentos no se utiliz6 dietileter (inhibidor de la actividad

lisofosfolipasa).
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Figura 18: Aumento de acidos grasos libres en epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes lisados.

1: Epimastigotes, tiempo 0, 2: 24 hs de incubacién, 3: 24 hs incubacién con
1 mM CaCly, 4: 24 hs de incubacién con 1 mM EDTA. 5: Tripomastigotes,
tiempo 0, 6: 12 hs de incubacién. 7: Amastigotes, tiempo O, 8: 12 hs de
incubacién. LPC: lisofosfatidilcolina, PC: fosfatidilcolina, Pl: fosfatidilinositol, LPE:
lisofosfatidiletanolamina, PE: fosfatidiletanolamina, PA+MG: &cido fosfatidico +
monoacilglicerol, col+DG: colesterol + diacilglicerol, AGL: acidos grasos libres, EE:
ésteres de esteroles, TG: triacilglicerol.

Como se observa en la Figura 19, el maximo de acumulaciéon de AGL en
epimastigotes se alcanzé luego de 15 hs de incubacion, mostrando una

actividad que no decae en el tiempo estudiado.
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Figura 19: Acumulacién de acidos grasos en epimastigotes lisados a

diferentes tiempos.
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10. DETERMINACION DE ACTIVIDAD FOSFOLIPASA A EN
EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzi

Se realizaron diversos estudios se realizaron utilizando epimastigotes con el
objetivo de establecer las condiciones éptimas que permitieran medir las
actividades fosfolipasas presentes en el parasito. Para ello, se analizaron las
variaciones de la hidrélisis de fosfolipidos en funcién de: pH, concentraciéon

de sustrato, concentracion de proteina y tiempos de incubacion.
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10.1 VARIACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA
FOSFATIDILCOLINA EN FUNCION DEL pH

Se examinaron las enzimas que hidrolizan PC en epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, a pH neutro y acido, utilizando un sustrato radiactivo
marcado en la posicién sn-2. Como se muestra en la Figura 20, el Gnico
producto radiactivo obtenido en ambos pH ensayados fue LPC. No se
observé ningun aumento en AGL, diacilglicerol o &acido fosfatidico
radiactivos. A pH acido la hidrélisis resulté marcadamente mayor que a pH
neutro. Resultados similares se obtuvieron cuando se agregdé 2 mM de CaCl»
o0 2 mM de EDTA a las mezclas de incubacion (datos no mostrados). Estos
hallazgos indican la presencia en epimastigotes de una fosfolipasa tipo As
(PLA4). En estas condiciones experimentales no se detectaron actividades
de fosfolipasas tipo Az, C o D que degraden PC.

Figura 20: Actividad fosfolipasa A en epimastigotes a pH 4.7y pH 7.4

AGL
DG

PA

PC

LPC

1: control (buffer) pH 4.7, 2: homogenato de epimastigotes pH 4.7, 3: control
(buffer) pH 7.4, 4: homogenato de epimastigotes pH 7.4. LPC:
lisofosfatidilcolina, PC: fosfatidilcolina, DG: diacilglicerol, AGL: acidos‘grasos libres.
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10.2 VARIACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE SUSTRATO

La Figura 21 muestra que a partir de 0.4 mg de sustrato, la fosfolipasa A; se
encuentra en condiciones de saturacidon, siendo la actividad enzimatica,
entonces, independiente de la concentracién de sustrato. Los resultados que
se observan en dicha figura se realizaron a pH acido, utilizando 275 pg
proteina y con 0.01 uCi de 1-palmitoil-2{1-'“C] oleoil fosfatidilcolina por

ensayo.

Figura 21: Variacién de actividad fosfolipasa en funcién de la

concentracion de sustrato

604

-
= B
2

-

LPC formada (nmol/h)

4 | ]
00 02 04 06 08 10 12 14 16
sustrato (mg)

102



Resultados

10.3 VARIACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA EN FUNCION DE LOS
TIEMPOS DE INCUBACION

En la Figura 22 se muestra la cantidad de producto liberado (LPC) en
funcidén del tiempo de reaccion. Para estos ensayos, que se efectuaron a pH
acido, se emplearon 275 ug proteina, 0.01 uCi de 1-palmitoil-2-[1-'C] oleoil
fosfatidilcolina y 0.6 mg de fosfatidilcolina por ensayo. En estas condiciones
se verificd que entre 0 y 2 hs la aparicion de producto es lineal respecto del

tiempo.

Figura 22: Hidrdélisis de PC en funcién del tiempo de incubacioén.
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10.4 VARIACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINA PRESENTE EN EPIMASTIGOTES

La Figura 23 muestra que a pH acido, utilizando hasta 2.5 mg/ml de
proteina, con 0.01 pCi de 1-palmitoil-2-{1-'“C] oleoil fosfatidilcolina y 0.6 mg
de fosfatidilcolina por ensayo, durante 60 min, la hidrélisis enzimatica

presenta una variacion lineal.

Figura 23: Variacion de la cantidad de LPC formada por hora en funcién

de la concentracién de proteina parasitaria
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A partir de los resultados obtenidos en esta seccién, todos los experimentos
subsiguientes de actividad fosfolipasa A; se realizaron en condiciones de
linealidad respecto de tiempo y concentracion de enzima.
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10.5 ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASA CON OTROS
SUSTRATOS

Los experimentos se realizaron con la metodologia ya descripta, incubando
el homogenato de parasitos (3.5 x 10%) con 0.01 pCi de 1-palmitoil-2-[1-'“C]
linoleoil L-3-fosfatidiletanolamina y 0.6 mg fosfatidiletanolamina por ensayo,
a pH &cido durante 1 h. Las Figuras 24 y 25 muestran una actividad
fosfolipasa A4 presente en los epimastigotes de Trypanosoma cruzi capaz de
hidrolizar también fosfatidiletanolamina. No se pudieron detectar actividades
de otros tipos de fosfolipasas bajo estas condiciones experimentales.

Figura 24: Actividad fosfolipasa A, sobre fosfatidiletanolamina

AGL

DG

PE
LPE

1: control (buffer), 2: homogenato de epimastigotes. LPE:
lisofosfatidiletanolamina, PE: fosfatidiletanolamina, DG: diacilglicerol, AGL: acidos

grasos libres.
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Figura 25: Actividad fosfolipasa A4 sobre fosfatidiletanolamina (PE)
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11. PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA A, DE
EPIMASTIGOTES DE Trypanosoma cruzi

La fosfolipasa A se purificd, segun se detalla en Materiales y Métodos, a
partir de un homogenato de epimastigotes, ya que se habia determinado
anteriormente que la mayor parte de la actividad se recuperaba en forma
soluble en el citosol, en parasitos procesados por congelamiento-
descongelamiento y posterior sonicaciéon. Se utilizaron cromatografias de
intercambio iGnico, anidnicas y catiénicas, y de afinidad secuenciales: DEAE-
celulosa, Concanavalina A-Sepharosa, CM-Sepharosa, cuyos perfiles de

elucidn se observan en la Figura 26.
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Figura 26: Purificacion de la fosfolipasa A, de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi
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Los resultados de cada paso se resumen en la Tabla 4 y finaimente
muestran wuna fraccibn que contiene a la fosfolipasa A; con
aproximadamente 1900 veces de aumento en la actividad especifica y un

rendimiento alcanzado de 7.8%.

Tabla 4: Purificacion de la Fosfolipasa A{ de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi

Paso de Pr::teailna A"(t"ntglta' ’(}galefp% Purific. | Rendim.
purificacion | ' | Lecmin) | Jmin.mg) | €vece® (%)
Homogenato| 160 29.6 0.18 1 100

%13?5%3?(:) 34 18.6 0.54 3 63

DEAE- 1 040 8.4 20.74 115 28
. ;"’1’;‘:‘0; L | 1ex102] 31 1875 | 1042 10
Se pf":;osa 65x10°| 23 | 35384 | 1966 8

Alicuotas de las diferentes preparaciones obtenidas durante la purificacion
se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 27). En la
figura se observa que la preparacion final posee una banda con un peso
molecular de aproximadamente 38 kDa. La muestra obtenida a partir de la
columna de Con A-Sepharosa al ser tefiida con Coomassie Blue se
presentaba como una banda Unica nitida, sin embargo, al ser evaluada la
banda con tincién con plata, presentd un chorreado debajo de la banda
principal. Dicho chorreado fue removido por medio de la cromatografia con
CM-Sepharosa (calle 6).
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Figura 27: Electroforesis en geles de poliacrilamida de los distintos
pasos de purificaciéon de la fosfolipasa A4 de epimastigotes.
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1: homogenato de epimastigotes, 2: sobrenadante del homogenato, 3:
DEAE-celulosa, 4: Con A-Sepharosa, tefiidos con Coomassie blue. 5: Con
A-Sepharosa, 6: CM-Sepharosa, tefidos con plata

Se realizaron experimentos tendientes a lograr la secuenciacion de la
fosfolipasa A; de epimastigotes. Una vez purificada por la metodologia antes
descripta, la enzima fue transferida a membranas de PVDF para ser
secuenciada. Sin embargo dicha secuenciacion no pudo ser realizada
porque la enzima, al igual que el 75 % de las proteinas de eucariotas resultd
estar bloqueada en su extremo amino-terminal y esta modificaciéon
enzima’tica‘impide su secuenciacion de la manera convencional. Por este
motivo se realizaron técnicas de digestion enzimatica “en gel’ para luego
analizar los péptidos resultantes mediante HPLC y elegir alguno de ellos
para ser secuenciado. Estos estudios continian en proceso.

109




Resultados

12. CARACTERIZACION DE LA FOSFOLIPASA A, DE
EPIMASTIGOTES

12. 1 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE LA FOSFOLIPASA A,

Observaciones preliminares indicaban que la fosfolipasa A, de Trypanosoma
cruzi tenia un pH Optimo acido (Figura 20). Para analizar mas
profundamente las variaciones de la actividad en funcién del pH, se
desarrollé el ensayo incubandose alicuotas de la enzima purificada por
DEAE-celulosa y Con A-Sepharosa con fosfatidilcolina radiactiva, tal como
se describe en Materiales y Métodos, con la particularidad de que en este
caso se utilizé un buffer universal: 0.1 M Tris-HCI/ 0.1 M citrato de sodio
(pKa: 3.1, 4.8, 6.4, 8.1) ajustado a diferentes valores de pH. Los resultados
(Figura 28) mostraron que la fosfolipasa A; del parasito tiene un pH éptimo
entre 4 y 5. La actividad fosfolipasa se expresé como el porcentaje de la
maxima actividad que fue obtenida a pH 4 (0.16 nmoles LPC/mg . min).

Figura 28: La fosfolipasa A{ de T. cruzi tiene pH 6ptimo acido
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12.2 ACCION DE LOS IONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Estudios adicionales realizados utilizando buffer acetato, pH 4.7, mostraron
que el agregado o no de 2 mM EDTA, 2 mM CaCl, o 2 mM MgCl,. no tenia

ningun efecto sobre la actividad fosfolipasa A; en comparacion con los
controles que no habian recibido el agregado de esos compuestos (Figura
29). Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos con los
homogenatos totales (Figura 16), y muestran que la actividad fosfolipasa Aq

es independiente de cationes bivalentes.

Figura 29: La fosfolipasa A de Trypanosoma cruzi es independiente de
cationes bivalentes
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12.3 ACCION DE DETERGENTES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con el fin de determinar el efecto que tienen los detergentes sobre la
actividad fosfolipasa, se agregaron diferentes cantidades de Triton X-100 (O;
0.1; 0.3; 1 y 10 %, concentracion final) a los ensayos. En la Figura 30 se
muestran los resultados que indican que este detergente tiene un efecto

estimulante de la actividad enzimatica, determinando una curva de
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saturacion con un maximo en la concentracion de 1 %.

Figura 30: Efecto de diferentes concentraciones de Tritén X-100 sobre

la actividad fosfolipasa Aq de T. cruzi
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13. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA FOSFOLIPASA A,
DE EPIMASTIGOTES

La ubicacion subcelular de la enzima fue estudiada por dos metodologias

diferentes:

Analisis de la liberacién selectiva de ésta y de otras enzimas
marcadoras de compartimentos subcelulares luego de la exposiciéon a

diferentes concentraciones de digitonina.

Sedimentacion diferencial de la fosfolipasa respecto de enzimas

glicosomales y lisosomales marcadoras.
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Como se muestra en las Figuras 31 y 32 ambas metodologias realizadas
revelaron que el perfil de liberacion de la fosfolipasa A, se asemeja al de las
enzimas marcadoras lisosomales: cruzipaina y o-manosidasa y difiere
completamente del de los marcadores citoplasmaticos (enzima malica),
glicosomales (hexokinasa, fosfoenolpiruvato carboxikinasa) y mitocondriales
(citrato sintasa). Estos resultados indican un origen lisosomal para la
fosfolipasa A de Trypanosoma cruzi.

Figura 31: Localizacion subcelular por tratamiento con digitonina
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Plasa A;: fosfolipasa A1, a-MAN: a-manosidasa, CRUZIP: cruzipaina, CS: citrato
sintasa, PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxikinasa, HK: hexokinasa, EM: enzima

malica.
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Figura 32: Localizacién subcelular por sedimentacion diferencial de la
fosfolipasa A4 (Plasa A,).
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SN A: sobrenadante A, obtenido por centrifugacién luego de congelamiento-
descongelamiento. SN B: sobrenadante B, obtenido por centrifugacién luego de
sonicacion. HK: hexokinasa (glicosoma), PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxikinasa

(glicosoma), CRUZIP: cruzipaina (lisosoma), a-MAN: a-manosidasa (lisosoma)

14. ACTIVIDAD FOSFOLIPASA A, EN LOS DIFERENTES
ESTADIOS DEL PARASITO

Con una metodologia similar a la descripta para epimastigotes se investigd
la presencia de fosfolipasas en los otros estadios del parasito: amastigotes,
tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes de cultivo celular. En estos
experimentos, que se llevaron a cabo en presencia de dietileter, la actividad
fosfolipasa A¢ fue la Unica actividad enzimatica detectada actuando sobre
fosfatidilcolina (Figura 33).
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Figura 33: Actividad de fosfolipasas A4 en los diferentes estadios del

Trypanosoma cruzi.

AGL AGL
PC PC
LPC
LPC
C epi epi C Mtc Mtc
AGL
AGL
PC
PC
LPC LPC

Homogenatos de epimastigotes (epi), tripomastigotes metaciclicos (Mtc) y
de cultivo (Trp) y amastigotes (A). Esos ensayos se realizaron por duplicado
utilizando 6.12 x 107 parasitos para los epimastigotes y amastigotes,
mientras que para los estadios de tripomastigotes metaciclicos y de cultivo
se usaron 1.82 x 107 células. C: control (buffer), PC: fosfatidilcolina, LPC:

lisofosfatidilcolina, AGL: acidos grasos libres

L
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Los valores de las actividades especificas (expresados en nmoles de LPC

producida. mg” . h™') se resumen en la Figura 34.

Figura 34: Actividad especifica de fosfolipasa A; en los distintos

estadios del Trypanosoma cruzi.
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Las actividades de los estadios infectivos tripomastigote y amastigote fueron
significativamente mas altas (p<0.001) que la actividad medida para epimastigotes.
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15. GENERACION EXOGENA DE ACIDOS GRASOS: ESTUDIO
DE FOSFOLIPASAS DEL INTESTINO DEL VECTOR

15.1 EN EL EXTRACTO DEL INTESTINO POSTERIOR DEL Triatoma
infestans (Ei)

El analisis de los lipidos del Ei mostré la presencia de importantes
cantidades de AGL y pequenas cantidades de fosfolipidos. En la sangre de
gallina sin digerir se detectaron, por el contrario, grandes cantidades de
fosfolipidos y pequeiias cantidades de AGL (Figuras 2 y 3). Este hecho
sugiere la presencia de fosfolipasas tipo A y/o D en el intestino del vector.
Para investigar la actividad de dichas enzimas, se utilizé 1-palmitoil-2-[1-
'4Cloleoilfosfatidilcolina, como sustrato radiactivo, incubado con el Ei a pH
neutro (pH del contenido intestinal), durante 1 h y 2 hs. Como se muestra en
la Figura 35 los dunicos productos radiactivos detectados fueron
lisofosfatidilcolina y acido fosfatidico, indicando la presencia de fosfolipasas
A1 y D en el Ei, si bien la actividad fosfolipasa A pareceria ser mayor. No se
detectaron aumentos de AGL o diacilglicerol en los ensayos realizados.
Resultados similares se obtuvieron cuando 2 mM CaCl; o 2 mM EDTA
fueron agregados a las mezclas de incubacion.

15.2 EN EL CONTENIDO INTESTINAL DE Triatoma infestans

Con el objetivo de analizar el origen de la fosfolipasa Ay detectada, se
ensayo la actividad enzimatica del contenido intestinal (libre de tejidos) de
triatomas, que habian sido alimentados 5 o 48 hs antes. Los resultados
revelaron un aumento de aproximadamente 3 veces en la cantidad de
lisofosfatidilcolina liberada para los insectos alimentados 48 hs antes con
respecto a los alimentados 5 hs antes (datos no mostrados), sugiriendo que
la actividad enzimatica aumenta con el transcurso de la digestion del
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alimento en el intestino del vector.

Figura 35: Fosfolipasa A1 presente en el extracto de intestino posterior
de Triatoma infestans.

AGL
DG

PA —_
PC
LPC —

1: control (buffer), 1 h, 2: control (buffer) 2 hs, 3: Ei, 1 h, 4: Ei 2 hs. AGL: &cidos
grasos libres, DG: diacilglicerol, PA: &cido fosfatidico, PC: fosfatidilcolina, LPC:
lisofosfatidilcolina.
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1. LOS ACIDOS GRASOS LIBRES PRESENTES EN EXTRACTOS DE
INTESTINO DE Triatoma infestans SON METACICLOGENICOS.

En nuestro laboratorio se ha establecido, que extractos intestinales de los
triatomineos (Ei) poseen actividad metaciclogénica [32]. Se ha determinado
ademas, que entre los factores responsables de esta actividad, se halla una
familia de péptidos derivados de la degradacion de la hemoglobina presente
en la sangre ingerida por el insecto vector. Estos péptidos actuarian a través
de vias de senalizacibn mediadas por AMPc [34]. Sin embargo, dichos
péptidos, no alcanzan a inducir la actividad biolégica encontrada en los
extractos intestinales totales sugiriendo la presencia de otras moléculas que
podrian ser inductoras de metaciclogénesis.

Ademas de las sefiales hidrofilicas, tales como los péptidos, diversos lipidos
han sido estudiados en sistemas bioldgicos y se ha demostrado su rol en la
transduccion de senales, actuando como segundos mensajeros
[38,46,97,98,103,167]). Gracias a la capacidad inherente de algunos lipidos
de atravesar las membranas y conectar compartimentos que habitualmente
se encuentran separados, podrian participar directamente en la activacion de
cascadas de proteinas kinasas localizadas en el interior de las células
blanco [38].

Considerando la importancia potencial de dichos lipidos, en el presente
trabajo demostramos la presencia y caracterizamos moléculas liposolubles
con accidén metaciclogénica en el extracto de intestino del vector.

Durante las investigaciones realizadas, encontramos que los lipidos de la
sangre de gallina sin digerir (alimento del insecto vector) no presentan
actividad biolégica, mientras que el extracto de intestino conteniendo la
sangre digerida por el Tnatoma infestans, si la posee (Figura 1).
Demostramos ademas que la actividad asociada a los lipidos del Ei es del
mismo orden de magnitud que la hallada con los péptidos derivados de la

<

hemoglobina.
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lCudles son los componentes lipidicos responsables de esta
actividad? Para contestar este interrogante separamos los componentes de
los extractos lipidicos crudos del Ei, utilizando métodos cromatograficos. Asi
se llegd a aislar el unico principio activo subyacente, que resultd ser la
fracciéon de &cidos grasos libres (AGL). Demostramos también que éstos se
acumulan notoriamente durante el proceso de digestion de la sangre, en el
intestino del vector (Figura 2). Concomitantemente con ese incremento de
AGL se observé una marcada disminuciéon en la fraccion de fosfolipidos.
Estos hallazgos indican que la acumulacion de AGL se debe principalmente
a la accion de fosfolipasas presentes en el contenido intestinal del vector
(Figura 35). Estas enzimas tendrian por lo tanto una gran importancia en el
ciclo parasitario, ya que contribuirian a la produccién de AGL estimulantes
de la diferenciacion. Ninguno de los restantes componentes lipidicos del Ei
mostré actividad metaciclogénica. ElI hecho destacable de que Ilos
hemolisados de sangre de gallina no posean accion metaciclogénica
concuerda con la observacion de que la misma posee relativamente poco
AGL y abundantes fosfolipidos, mientras que el Ei, por el contrario, posee
una concentracioén cuatro veces mayor de AGL. Estos resultados indican que
la digestion seria generadora de senales inductoras de la metaciclogénesis,
y que las enzimas presentes en el intestino del vector poseen por
consiguiente, un rol como productoras de factores metaciclogénicos.

Los andlisis por cromatografia gaseosa de la fraccion de AGL de los
extractos intestinales, demostraron que los componentes mayoritarios, son
los acidos estearico (18:0), oleico (18:1) y palmitico (16:0) (Figura 4). De
ellos, sélo los dos primeros poseen actividad metaciclogénica cuando se los
agrega en estado puro a los epimastigotes (Figura 5). El 16:0, en cambio, no
muestra practicamente actividad bioldgica.

Estas observaciones estan de acuerdo con las diferencias en los perfiles de
incorporacion y destino metabdlico de los distintos AGL en epimastigotes.
Esto en efecto, se comprobd cuando parasitos expuestos a diferentes AGL
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radiactivos, mostraron que el 18:0 y el 18:1 dan lugar a una importante
marcacion de diacilglicerol (DG) y fosfolipidos (Figura 10 A y B, Tabla 2).
Mientras que en el caso del 16:0, el DG se marca en un nivel notablemente
menor y el acido graso resulta incorporado exclusivamente a lipidos neutros,
sin marcacion detectable de fosfolipidos (Figura 11). En otras palabras, asi
como los distintos AGL del Ei mostraron variaciones en su actividad
biolégica, correspondientemente, se hallé que sufren transformaciones
metabdlicas radicalmente distintas en el parasito. Esto puede explicarse por
una actividad acil-transferasa selectiva que rapidamente eliminaria el DG
conteniendo acido palmitico, por conversion a triacilglicerol. Estos resultados
son similares a hallazgos anteriores de Florin-Christensen y col., realizados
en cuatro tipos de lineas celulares eucariotas diferentes, en los que los AGL
saturados de cadena mas corta tienden a acumularse preferentemente en
lipidos neutros, mientras que los AGL de cadena mas larga se acumulan

tanto en lipidos neutros como fosfolipidos [156,157].

glicerol-kinasa

glicerol ——»  glicerol-3-P

glicerol-P-acil-
transferasa .
colina
v
_ 4cido '
lisofosfatidico kinasa
LPA-acil- v
transferasa fosfocolina

\ 4

acido fosfatidico cltidil-

- transferasa
monoacilglicerol

DG-K| | pAP v

MG-acil CDP-colina

transferasa

I ] DG-transferas:
diacilglicerol irietzscsiges

»
\

DG-acil- ‘L
transferasa N s ’
fosfatidilcolina

triacilglicerol

121



El diacilglicerol es un segundo mensajero que participa en la transduccion de
sefales activando a la proteina kinasa C (PKC) [62]. En ausencia de
estimulacion, la PKC esta presente soluble en el citosol y cataliticamente
inactiva. Su activacion por DG y Ca®* va acompafada de una traslocacién a
membranas y a otras fracciones celulares sedimentables [46,56]. Los
experimentos de incorporacion de AGL aqui realizados, sugieren que el
mecanismo de accién de dichos AGL es inducir la sintesis de novo de DG y
asi activar a la PKC durante el proceso de metaciclogénesis.

Por otra parte, la capacidad de los AGL de atravesar membranas bioldgicas
y sus efectos sobre el metabolismo lipidico, en particular sobre la
traslocaciéon de la fosfatasa de acido fosfatidico (PAP), que es una fuente
importante de DG, es bien conocida y ha sido senalada por diferentes
autores [145-149]. Esta enzima, ha sido estudiada en diferentes sistemas
biolégicos y se ha determinado que es estimulada por Mg®* y que se
transloca del citosol a las membranas de la mitocondria o del reticulo, al ser
activada por acidos grasos.

2. LA PROTEINA KINASA C JUEGA UN ROL CRITICO EN LA
METACICLOGENESIS.

Diferentes clases de proteinas kinasas tienen un rol clave en la transduccién
de sefiales en células eucariotas, una de las protein-kinasas reguladoras de
la diferenciacién celular es la PKC [46,56]. Debido a que esta enzima es
activada por DG, y que dicho lipido se acumula por exposicién al Ei, resulté
importante investigar si en estas condiciones se produce activacion de la
PKC. Mas aun, los AGL por si mismos podrian actuar por estimulacion
directa de esta enzima [97,98,140,185]. Los estudios sobre el rol de la PKC
en la metaciclogénesis se llevaron a cabo utilizando cuatro estrategias

experimentales diferentes:
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(@) En primer lugar se evalué el efecto de activadores conocidos de la PKC

sobre la metaciclogénesis. Se utilizaron PMA y OAG. El PMA es un potente
promotor de tumores y se ha demostrado que activa a la PKC in vivo e in
vitro [46-52]. Este compuesto es un andlogo estructural del DG y al igual que
éste aumenta la afinidad de la PKC por el Ca®*, asi como también por los
fosfolipidos, activando a la enzima. Por otro lado, los diacilgliceroles
sintéticos como el OAG han mostrado ser capaces de activar a la PKC en
ensayos in vivo debido a su habilidad de atravesar membranas biolégicas
[186,187]. Los resultados de los experimentos desarrollados con estos dos
activadores de la PKC mostraron que ambos producen estimulacion
significativa de la diferenciacion del estadio de epimastigote al de

tripomastigote metaciclico (Figura 6).

(b) En segundo lugar, se analizé el efecto sobre la metaciclogénesis, de
varios inhibidores de la PKC, que poseen diferente grado de especificidad
[159-165]. Mientras que H7 inhibe serin/treonin-kinasas como la PKC (Ki: 6
uM), la PKA (Ki: 3 uM) y la PKG (Ki: 5.8 uM), HA 1004 inhibe a la PKC (Ki:
40 uM), a la kinasa Il dependiente de Ca®'/CaM (Ki: 13 uM), a la PKA (Ki:
2.3 uM) y a la PKG (Ki: 1.3 uM). Por otro lado la Bisindolilmaleimida si es un
inhibidor altamente selectivo de la PKC (Ki: 10 nM), que compite con el ATP
por el sitio catalitico [161].

Los resultados con los parasitos mostraron que sélo la incubacién conjunta
de H7 (6 uM) + HA 1004 (10 uM) o la incubacién con Bisindolilmaleimida (15
nM) poseen significativos efectos bloqueadores de la metaciclogénesis
inducida por el Ei (Figura 7). Debe destacarse que el H7 y HA1004 aplicados
separadamente, resultaron téxicos en concentraciones mas elevadas que las
indicadas, por consiguiente no pueden utilizarse en este tipo de
experimentos in vivo en los cuales la viabilidad celular es esencial. Por ello
se recurrio a la combinacion de ambos agentes teniendo en cuenta que
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actdan sobre diferentes sitios de la PKC. Mientras que H7 afecta al dominio
catalitico, compitiendo con el ATP por su sitio de unién [161], el HA1004
interfiere entre la interaccién de los iones Ca?* con el sitio regulador de la
molécula de PKC [164]. Por ello, la aplicacién simultanea de HA 1004 y H7
[165] podria dar lugar a una inhibicion de ambos dominios, regulatorio y
catalitico, obteniéndose una potente inhibicién de la enzima.

(c) En un tercer abordaje, se analiz6 el rol de la PKC durante la

metaciclogénesis, mediante la induccién de la regulacién negativa de la
enzima (“down-regulation®) [166,167,182]. Se ha descripto que exposiciones
prolongadas de la enzima al PMA, mantienen sostenidamente la asociacion
de la PKC con la membrana, y dan lugar a la degradacion de esta enzima
con una consiguiente disminuciéon en el contenido de PKC en las células
tratadas. Estudios de Nishizuka y col. mostraron que la calpaina |, que es
activada por pequefios aumentos en los niveles de Ca®* intracelular, cliva a
la PKC en presencia de fosfatidilserina y DG o PMA, senalando que la forma
activada de la PKC es un blanco de la accién de la calpaina [188].

Los experimentos realizados utilizando esa metodologia mostraron que la
regulacién negativa ocurre también en Trypanosoma cruzi ya que la
exposicidon de epimastigotes por 24 hs a PMA da lugar a una notable
disminucion de la PKC in vivo, demostrada funcionalmente. Para ello
recurrimos a la marcacién de parasitos con [P] ortofosfato de sodio y el
analisis de la fosforilacion de proteinas por SDS-PAGE (Figura 8). Estos
estudios mostraron que en células expuestas por 24 hs a PMA, este
compuesto deja de estimular la fosforilacion de proteinas hallada en las
células control estimuladas mediante pulsos de PMA, demostrandose
funcionalmente que la actividad se halla practicamente ausente.
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Cuando los parasitos en los que la PKC esta regulada negativamente, se
estimularon con Ei o &acido oleico en condiciones que inducen la
metaciclogénesis, encontramos que en ambos casos dicha diferenciacion
queda completamente bloqueada (Figura 7). Estos experimentos indican que
la PKC esta involucrada en el proceso de metaciclogénesis, y el hecho de
que el acido oleico no estimule la metaciclogénesis en parasitos regulados
negativamente, refuerza la hipétesis de que dicho acido graso actuaria a

través de la estimulacion de la PKC.

(d) Finalmente, para determinar si el extracto de intestino y los AGL
activaban a la PKC in vivo se compararon los perfiles de fosforilaciéon de
proteinas inducidos por estos agentes con los que corresponden al
diacilglicerol permeante OAG. La Figura 9 muestra que el patrdn
predominante inducido por el extracto intestinal y los AGL coincide con el
generado por exposicion al agente estimulante de la PKC. Particularmente,
bandas de aproximadamente 180, 120 y 26 kDa presentan un aumento
caracteristico en el nivel de fosforilacién en todos estos casos.

Se analiz6 también el perfil de fosforilacién de proteinas luego de estimular
los parasitos con Dibutiril-F-AMPc. Este compuesto es un analogo permeante
del AMPc que activa proteinas kinasas dependientes de AMPc como la PKA
[183,184]. En este caso, se observé la fosforilacion de bandas de proteinas
distintas a las halladas con OAG, el Ei y el acido oleico, por lo que se
concluye que tanto el Ei y los AGL que éste posee, actuan principalmente a
través de la estimulacion in vivo a la PKC.

En los eucanotas superiores, la regulacién de los eventos de proliferaciéon y
diferenciacién celular, estd mediada en parte por cascadas de fosforilacién
de proteinas [48,49,189). Numerosos investigadores han intentado
establecer si las vias de fosforilacidn de proteinas también poseen un rol
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importante en la diferenciacidn de parasitos protozoarios. De ser asi, la
actividad de muchas proteinas kinasas y fosfatasas deberia estar regulada
durante los ciclos de vida de dichos organismos.

Entre los estudios realizados en kinetoplastidos, se destacan los de Parsons
y col en tripanosomas africanos. Estos autores han detectado en
Trypanosoma brucei, que la actividad de seis proteinas kinasas, que
fosforilan en residuos serina y treonina, varian durante el ciclo de vida,
presentando distintos niveles de actividad [54]; asi como también un numero
de enzimas tirosin-kinasas con una regulacién estadio-dependiente [190].
Trabajos del mismo grupo mostraron que el Trypanosoma congolense,
posee numerosas proteinas kinasas de serina y treonina, muchas de las
cuales nuevamente tienen variaciones en los niveles de activacién durante el
desarrollo de su ciclo [191]. Por ejemplo, las formas prociclicas, que residen
en el intestino del vector, y los epimastigotes, mostraron patrones de
actividad kinasa muy similares. Sin embargo, los cambios mas draméticos
en las funciones de las kinasas se observaron en las transiciones de las
formas sanguineas hacia las formas prociclicas y de los epimastigotes hacia
los estadios metaciclicos [191]. Por otro lado, trabajos realizados en
Leishmania major senalaron también cambios estadio-especificos en la
fosforilacion de proteinas durante el ciclo de vida de este parasito [192].
Todos estos datos combinados, apoyarian la hipétesis de que los cambios
en las redes de fosforilacién de proteinas podrian tener un rol importante en
los procesos de proliferacién y diferenciaciéon en protozoarios.

Los estudios desarrollados en esta Tesis son los primeros en demostrar un
rol biolégico de la PKC en Trypanosoma cruzi, al relacionar su activaciéon con
el estimulo de la metaciclogénesis. Este proceso es especialmente
interesante por dos motivos. Primero porque da lugar a la forma infectiva del
parasito y segundo debido a que los tripomastigotes metaciclicos y
sanguineos son caracteristicamente no replicativos. Este hecho sugiere que
en Trypanosoma cruzi, la PKC no sélo participaria en la regulacién de la
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morfogénesis sino que a través de este mecanismo existiria un control de la

proliferacion celular [36,189].

Hemos discutido previamente cual es la fuente de DG que estimula a la PKC
durante la diferenciacion. Como indicamos, la exposicion a AGL en
condiciones metaciclogénicas induce la sintesis de novo, de diacilglicerol,
explicandose asi la estimulacion de la PKC. Las fuentes de AGL y su
mecanismo de accién son por ello de especial interés en este estudio.

3. LOS ACIDOS GRASOS LIBRES ESTIMULAN LA FORMACION DE
DIACILGLICEROL Y ACTIVAN LA BIOSINTESIS DE
FOSFATIDILCOLINA.

Los experimentos anteriores demostraron que los lipidos de los extractos de
intestino posterior de Tratoma infestans, constituyen una senal
metaciclogénica y que ésta radica en los AGL. Considerando que el
activador fisiolégico de la PKC es el DG se estudid la relacion entre la
metaciclogénesis y la generacion de ese lipido. Para ello se diseiid un
ensayo que permitiera demostrar la formacién de DG a partir de los AGL
presentes en el Ej, adicionando 1 pCi de ['“C] é&cido oleico a los
epimastigotes estimulados con dicho extracto. Con esa metodologia la masa
de AGL era aportada por el propio Ei, y el radiactivo permitiria identificar los
lipidos sintetizados a partir de dichos AGL. Los resultados de los
experimentos mencionados revelaron un importante aumento en la
generacion de DG en parasitos estimulados para diferenciarse (Figura 13).

Mas aun, ensayos de incorporacién de acido oleico marcado en células
expuestas a diferentes concentraciones de acido oleico frio, demostraron
que a pesar de la disminucién de la actividad especifica del &cido oleico, al

<
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aumentar la concentracion de acido oleico frio, se incrementa la marcacion
de DG (Figuras 14 y 15). Ese dato confirma un efecto estimulador de los
AGL sobre la biosintesis de DG. Este efecto puede ser mediado por la
activacion de la fosfatasa de &cido fosfatidico (PAP), enzima que, como ya
se mencioné anteriormente, cataliza la produccién de DG a partir de acido
fosfatidico y que es activada por AGL en células eucariotas [145-149]. Estos
resultados sugieren que los AGL del Ei podrian promover la tranlocacién y
activacioén de la PAP, con la consiguiente sintesis de DG.

Por otra parte, se observé que el Ei y el acido oleico, concomitantemente
con la formacién de DG, dan lugar a un notable aumento de la sintesis de
fosfatidilcolina (PC) (Figura 12, Tabla 3). Este hallazgo sugiere que la
biosintesis de este fosfolipido es un mecanismo de terminacién de seriales
de diacilglicerol en Trypanosoma cruzi. Ello implica la activacién especifica
del camino metabdlico que conduce a la transferencia del grupo polar
fosfocolina al DG, y que involucra a la fosfocolina citidil-transferasa y la
fosfocolina diacilglicerol-transferasa. De ambas enzimas, la primera, parece
estar regulada tanto por la cantidad de sustrato: la citidina trifosfato (CTP) y
la fosfocolina, como por su translocacion entre el citosol, donde se encuentra
inactiva, y el reticulo endoplasmatico, donde es activada por fosfolipidos
[193].

Como se puede observar en la Figura 12, la estimulacién de parasitos con el
diacilglicerol permeante OAG, a diferencia de la producida por Ei y acido
oleico, no se refleja en aumentos importantes de PC. Estudios previos de
Florin-Christensen y col. han demostrado que este lipido es metabolizado
principalmente por hidrélisis y no por conversion a PC u otros fosfolipidos
[156,157]. Los presentes hallazgos coinciden con esta alternativa. Es decir,
los distintos diacilgliceroles tienen un diferente destino de acuerdo a su
composicion de AGL. Particularmente el OAG no muestra un

comportamiento semejante al de los diacilgliceroles de cadena larga ya que
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no da lugar a la formacién de la correspondiente PC. Resultados similares
fueron descriptos por Kaibuchi y col que hallaron que el OAG no parece
interactuar con el factor activador de plaquetas sino que se metaboliza
rapidamente, in situ a su acido fosfatidico correspondiente, presumiblemente
por la accion de enzimas como la diacilglicerol kinasa [187].

4. LA GENERACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES
METACICLOGENICOS TIENE LUGAR POR MECANISMOS
ENDOGENOS Y EXOGENOS.

Habiéndose establecido la importancia de los AGL en la metaciclogénesis,
estudiamos las actividades enzimaticas que estan involucradas en la
produccién de los AGL. E!l analisis determiné que los mismos se producen
principalmente a partir de la hidrélisis de fosfolipidos por accion de enzimas
propias de T. cruzi (endégenas) y de otras presentes en el medio intestinal

del insecto vector (exdgenas):

4.1 MECANISMOS ENDOGENOS DE GENERACION DE AGL

Los epimastigotes en el intestino del insecto se encuentran inmersos en un
medio con grandes cantidades de fosfolipidos, fundamentalmente
provenientes de las lipoproteinas séricas y membranas eritrocitarias de la
sangre ingerida. En vista de la relevancia de los AGL, esos fosfolipidos
pueden ser contemplados como fuente de los mismos a través de la accién
de fosfolipasas. En ese sentido, la presencia de fosfolipidos es también un
requisito imprescindible, aportado por el suero fetal bovino [194] y
especialmente por el ultrafitrado de huevo, en el sistema de diferenciacién
utilizado en nuestro laboratorio, y por ello resultaba importante determinar
cudles eran los mecanismos que explicarian ese peculiar requerimiento.

129



Dirscusion

El estudio de la digestion de PC exdégena por parte de los epimastigotes
(Figuras 16 y 17) que reveld que aun a tiempos muy tempranos (1 h) se
generan lipidos neutros, entre los que se destacan el DG, triacilglicerol,
monoacilglicerol y una importante cantidad de AGL. Se observd también,
una rapida conversion hacia fosfatidiletanolamina. La aparicién de notables
cantidades de lisofosfatidilcolina, concomitantemente con el aumento de
AGL, sugirié la accién de fosfolipasas tipo A enddgenas del Trypanosoma
cruzi. Con este fundamento se inicié un estudio tendiente a confirmar esa

hipétesis.

Examinamos la presencia de fosfolipasas de 7. cruzi que actuan sobre
fosfatidilcolina en el estadio epimastigote, utilizando como sustrato PC
radiactiva, marcada en la posicion sn-2. Entonces, la aparicion de
lisofosfatidilcolina (LPC) radiactiva es indicadora de actividad fosfolipasa As,
mientras que la aparicién de AGL marcado sugiere la actividad fosfolipasa
A.. Se realizaron diversos experimentos para establecer las condiciones
6ptimas que permitieran determinar dichas actividades, tales como cantidad
de enzima, concentracidén de sustrato, tiempo de incubacién y pH del medio
de reaccién.

Los primeros ensayos efectuados utilizando dos valores de pH diferentes,
uno &cido y ofro neutro, mostraron que el unico producto radiactivo
detectable es LPC (Figura 20), confirmando la presencia de una fosfolipasa
A:. La actividad enzimatica resulté mucho mayor a pH &cido. No se
observaron aumentos de AGL, DG o acido fosfatidico, indicando que bajo
esas condiciones experimentales no se detectan actividad de fosfolipasas
Az, C o D que hidrolicen fosfatidilcolina. Cabe destacar que estos hallazgos
concuerdan con los realizados por otros investigadores que sefnalan que las
enzimas que hidrolizan fosfolipidos zwitteridnicos, como fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina, son distintas de las que degradan fosfoinositidos [105-
107). En efecto, se han descripto varias fosfolipasas actuando sobre
fosfoinositidos en tripanosomatidos [69,70,117] pero el presente es el primer
estudio dedicado a investigar la accion sobre lipidos zwitteridnicos.
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La presencia de fosfolipasa A; como unica enzima que cataliza Ia
degradacion de fosfatidilcolina demuestra que Trypanosoma cruzi, es similar
a los tripanosomas africanos, donde también se ha hallado que la fosfolipasa
A, es la enzima predominante que degrada PC, no habiéndose detectado
fosfolipasas C y D actuando sobre ese fosfolipido [115].

La siguiente etapa consistié en la purificacion de la fosfolipasa A;. Los
primeros ensayos revelaron que la mayor parte de la actividad se
recuperaba en forma soluble en el citosol a partir de un homogenato de
epimastigotes. Se utilizaron métodos cromatograficos de intercambio iénico
sobre Deae-celulosa y CM-Sepharosa y de afinidad a Concanavalina A-
Sepharosa, en forma secuencial (Figura 26). El analisis por SDS-PAGE de
alicuotas de los diferentes pasos de purificaciéon revelé que la preparacion
final poseia una banda con un peso molecular de aproximadamente 38 kDa
(Figura 27). Estos hallazgos confirmarian nuestros primeros estudios que
habian determinado mediante cromatografia en Sephadex G-75 que la
actividad eluye como un pico simétrico, con un peso molecular aparente de
aproximadamente 40 kDa. Estos datos sugieren que la enzima se presenta

como mondémero en solucién.

Diversos estudios se llevaron a cabo para caracterizar a la fosfolipasa
A, de Trypanosoma cruzi:

(a) Confirnando las observaciones preliminares que indicaban que la
enzima tenia un pH O6ptimo acido, se estudiaron las variaciones de la
actividad en funcién del pH, determinandose su pH 6ptimo entre 4 y 5
(Figura 28). Estos resultados concuerdan con las propiedades halladas en
fosfolipasas Ai de otros protozoarios como Tetrahymena thermophila
[113,114] y tripanosomas africanos [115,116).

(b) Aligual que lo descripto para fosfolipasas A bacterianas [108,195] y de
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tripanosomas africanos [115,116], detergentes como el Triton X-100
mostraron tener efectos notablemente estimulantes de la actividad
enzimatica en este parasito (Figura 30). Estos hallazgos estan relacionados
con el concepto de que la velocidad de hidrélisis depende del estado de
agregacion de los sustratos, ya que éste afecta la unidn a la enzima. En este
caso, la formacién de micelas mixtas de sustrato con detergente favorece la

cinética enzimatica.

(c) Estudios adicionales con la enzima purificada, demostraron que la

actividad fosfolipasa Ay es independiente de cationes bivalentes, ya que el
agregado de EDTA o de los iones Ca®* y Mg®, no afectan dicha actividad
(Figura 29). Numerosos autores han senalado caracteristicas similares en
fosfolipasas A: de bactenas [108,195] y de células de mamiferos
[109,111,172,173]. Las actividades fosfolipasas A halladas en tripanosomas
africanos revelaron también su independencia de esos cationes [115,116].

Estos resultados sugieren una importante similitud entre la fosfolipasa
hallada en el Trypanosoma cruzi y |a fosfolipasa A lisosomal ya descripta en
higado de rata [111]. Al igual que esta ultima, la fosfolipasa A¢ del parasito
es una glicoproteina, como se deduce de su unién a Concanavalina A-
Sepharosa, tiene un pH acido éptimo y es independiente de cationes
bivalentes. Para determinar si la enzima posee también un origen lisosomal
estudiamos su localizacién subcelular por dos metodologias diferentes.
Primero, mediante el andlisis de la liberacion selectiva de ésta y de otras
enzimas de diferentes compartimentos subcelulares luego de la exposicién a
distintas concentraciones de digitonina (Figura 31). Segundo, comparando la
sedimentacion diferencial de la fosfolipasa luego de procedimientos de
ruptura por congelamiento-descongelamiento y sonicacién, con enzimas
glicosomales y lisosomales marcadoras (Figura 32). Los resultados
demostraron que la fosfolipasa A4 tiene un patrén de liberacion semejante al

de las enzimas marcadoras lisosomales cruzipaina y a-manosidasa,
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indicando un origen lisosomal para la fosfolipasa Ay de Trypanosoma cruzi

Con una metodologia similar a la descripta para epimastigotes se investigbé
la presencia de fosfolipasas en los otros estadios del parasito: amastigotes,
tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes de cultivo celular. En estos
experimentos la actividad fosfolipasa Ay fue el unico tipo de fosfolipasa
detectado utilizando fosfatidilcolina como sustrato, en todos los estadios
(Figura 33). Los valores de las actividades de los estadios tripomastigote,
metaciclico y de cultivo celular, y amastigote fueron significativamente mas
altos (p<0.001) que los medidos con epimastigotes. Mientras que los
epimastigotes son formas extracelulares en el insecto vector o en cultivo
axénico, los tripomastigotes y amastigotes son formas infectivas o formas
intracelulares en el hospedador. El aumento en la actividad fosfolipasa Ay en
estos ultimos, sugiere que esta enzima podria estar involucrada en la
invasién celular-escape al citoplasma, asi como también en otros procesos
tales como eventos de remodelacion de fosfolipidos que acomparian el
pasaje del parasito del insecto poiquilotermo al mamifero homeotermo [196).
En este aspecto la situacion es semejante al caso de los tripanosomas
africanos, en el que las formas sanguineas poseen mayor actividad
fosfolipasas As comparadas con el estadio prociclico [115,116]. Los estudios
mostraron que la actividad de la fosfolipasa Ai era muy elevada en las
especies patégenas como T. brucei, pero mucho mas baja en las especies
no patogénicas como T. lewisi.

En otros eucariotas unicelulares, las actividades fosfolipasas estan
presentes en considerable cantidad [197). Investigaciones de Florin
Christensen y col, demostraron que Tetrahymena thermophila secreta
fosfolipasas C y As con pH 6ptimo acido [113,114,198,199]. La fosfolipasa A,
de Tetrahymena es similar a la enzima encontrada en Trypanosoma cruzi, a
pesar de la distancia filogenética entre estos dos organismos. Esto podria
sefialar que las caracteristicas basicas de la fosfolipasa A; lisosomal,
podrian haberse definido tempranamente en la evolucién de los eucariotas.
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Alternativamente, estos rasgos pueden representar un patron éptimo al cual
los diferentes organismos arribaron por convergencia. Se ha demostrado
que las fosfolipasas de Tetrahymena tienen roles biolégicos importantes y
que sus secreciones parecen estar relacionadas con la composicion
particular de la membrana de ese organismo [200]. Estas adaptaciones
constituirian un mecanismo de defensa contra predadores, enfatizando las
variadas funciones que las fosfolipasas puede tener en los eucariotas

inferiores.

Para determinar si las fosfolipasas pueden actuar sobre lipidos endégenos
se utilizaron parasitos marcados metabdlicamente y luego sometidos a
autdlisis. Los estudios mostraron que luego de este proceso, las células
presentaban una rapida y extensa hidrélisis de sus fosfolipidos propios, en
los tres estadios investigados: epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes
(Figura 18). Las disminuciones de fosfolipidos y acumulaciones de AGL
revelaron nuevamente la presencia de fosfolipasas tipo A en todos los
estadios parasitarios, que permanecen activas por varias horas, provocando
una degradacién exhaustiva de los fosfolipidos, aun en presencia de la
considerable actividad proteolitica que caracteriza a este organismo. La
generacion de AGL en epimastigotes no se vio alterada por los agregados
de Ca® o EDTA. Por otro lado, se observé en los epimastigotes una
importante acumulacién de LPC, conjuntamente con los aumentos de AGL
antes merncionados. Sin embargo, la acumulacién de AGL fue mucho mayor
que la de LPC, indicando la accién de actividad lisofosfolipasa. Se ha
sefialado la capacidad de ciertas fosfolipasas A de actuar en determinadas
condiciones también sobre lisofosfolipidos [109,172,173,201), de modo que
no puede descartarse que ambas actividades estén relacionadas a la misma

molécula enzimatica.
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En adiciéon a su rol potencial en seializacién, las fosfolipasas de T.

cruzi que degradan PC son interesantes por otras razones:

(a) Se ha establecido hace algunos afos que la degradacién producida en
los alrededores de los nidos de amastigotes induce una marcada respuesta
inflamatoria en los tejidos de pacientes chagasicos. Esto sugiere firmemente
que los procesos de autdlisis podrian estar generando factores productores
de inflamacién [202]. Si bien la identidad de estos factores es aun
desconocida, hay estudios que sefalan que podrian ser productos de la
hidrélisis de fosfolipidos. Mas aun, se ha determinado que acidos grasos
libres y lisofosfolipidos liberados de tripomastigotes de T. cruzi tienen efectos
téxicos en cultivos celulares [203]. Nuestros experimentos de degradacién
de lipidos enddgenos, entonces, concuerdan con esas observaciones, ya
que los AGL vy lisofosfolipidos que se acumulan durante la autélisis de los
parasitos podria contribuir a esos procesos de inflamacién [202,203). La
produccibn de esos compuestos podria generarse por la accién de la
fosfolipasa A4 lisosomal aqui descripta.

Este dato concuerda con el mecanismo patogénico propuesto para las
Tripanosomiasis Africanas por Tizard y otros investigadores, quienes
demostraron que los tripanosomas en degeneracién acumulan acidos grasos
que pueden estar directamente implicados en patogénesis [204-208]. En
base a estos hechos proponemos que la deacilacion de fosfolipidos,
catalizada por la fosfolipasa A podria ser un mecanismo patogénico comun

a las tripanosomiasis africana y americana

(b) Como T. cruzi es un parasito intracelular, durante la invasion y la salida
de la célula huésped deben ocurrir mecanismos de ruptura de la membrana
plasmatica y las fosfolipasas podrian participar en esos procesos.

(c) Trabajos de Florin-Christensen y col [196], en colaboracién con nuestro
laboratorio, demostraron que cuando epimastigotes de T. cruzi crecidos a
28°C son transferidos a 37°C se produce un intercambio entre fosfolipidos y
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lipidos neutros, y se observan cambios complementarios en los cocientes
entre acidos grasos saturados e insaturados en los dos grupos de lipidos.
Este mecanismo nuevo de adaptacién de los lipidos de membrana, sugiere
la accién de actividades de fosfolipasa tipo A como parte del ciclo de

deacilacion-reacilacion.

(d) Estos hallazgos realzan el interés de esta enzima como un blanco
potencial para combatir a estos parasitos. Esta posibilidad tiene un doble
fundamento. En primer lugar las células de los mamiferos hospedadores
poseen tres tipos de fosfolipasas lisosomales Ay, C y A El parasito,
depende exclusivamente de fosfolipasa Ay para la hidrélisis de PC. Un
inhibidor especifico de esta actividad afectaria selectivamente al parasito por
esta diferencia bioquimica con el hospedador. En segundo lugar la
participacion de la fosfolipasa como generador de factores citotoxicos
relevantes sugiere que inhibiendo a esta enzima puede moderarse el dafio
tisular causado por el parasito y mejorar asi el curso de la enfermedad.

4.2 MECANISMOS EXOGENOS DE GENERACION DE AGL

Como hemos discutido previamente, en este estudio detectamos grandes
cantidades de AGL en el extracto intestinal de Tnatoma infestans. Se
demostré también que los mismos se generan luego de la digestién de la
sangre de gallina. El andlisis cromatografico de los perfiles lipidicos de la
sangre de gallina y del Ei mostré un notorio aumento en la fraccion de AGL,
acompanado de una disminucién de fosfolipidos en este extracto,
comparada con las proporciones halladas en la sangre de gallina (Figura 2).
Estos resultados sugerian una intensa actividad fosfolipasa presente en el
contenido intestinal.

Una caracterizacion preliminar de esta actividad fosfolipasa se efectud
utilizando PC marcada en la posiciéon sn-2. Los anicos productos radiactivos
detectados fueron lisofosfatidilcolina y acido fosfatidico, sefalando Ila
presencia de fosfolipasas A; y D en el Ei. No se identificaron fosfolipasas A

136



Discusion

o C ya que no se observo liberacién de AGL ni formacién de diacilglicerol.

Por otro lado, se demostré que en el contenido intestinal del vector, luego de
la ingestién de alimento, se produce un aumento de la actividad fosfolipasa,
que crece a un valor tres veces mayor 48 hs después de la ingesta. Cabe
recordar que el extracto intestinal usado en los experimentos de

diferenciacién proviene de insectos alimentados 48 hs antes.

A la luz de estos hallazgos se evidencia que el medio en el que se
desarrollan los epimastigotes puede proveer de senales de AGL por accién
de fosfolipasas presentes en el contenido intestinal. Estos AGL se sumarian
a los generados por accion de las fosfolipasa A; endbgenas del
Trypanosoma cruzi con lo cual existiria un doble mecanismo para la
formacién de estos lipidos metaciclogénicos.

Qué implicancias biolégicas pueden subyacer al hecho que los
productos de la digestion sean metaciclogénicos?

Una posible explicacion que proponemos en esta Tesis es que de esta forma
podria coordinarse el ciclo de vida del parasito con la fisiologia alimentaria
del vector. A medida que progresa la digestiobn se acerca también un nuevo
episodio alimentario por parte del vector. Esta es la oportunidad requerida
por el parasito para infectar al hospedador definitivo. Es decir, se trataria de
un mecariismo capaz de asegurar que haya formas infectivas en el momento
propicio para la infeccién. Esto puede ser especialmente relevante en
aquellos Triatomas cuya alimentacion registra un régimen altamente
periédico, concertando la fisiologia alimentaria del vector con Ia

metaciclogénesis del parasito.
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En el intestino del insecto hematéfago, Trypanosoma cruzi, se encuentra
expuesto a una gran variedad de compuestos. Algunos de éstos inducen la
diferenciacién del parasito hacia su estadio de tripomastigote metaciclico,
que es la forma infectante. Este proceso implica la activacidn de vias
especificas de senalizaciéon. En esta Tesis investigamos la generacién de
moléculas liposolubles con actividad metaciclogénica y su mecanismo de
accién. Los resultados obtenidos conducen a las siguientes conclusiones:

® Existen lipidos en el intestino del insecto vector que estimulan la
metaciclogénesis de Trypanosoma cruzi. El andlisis de los lipidos
demostré que misma reside en la fraccion de acidos grasos libres
(AGL).

® Especificamente los acidos oleico y estearico, que son mayoritanos,

poseen marcada actividad metaciclogénica.

® |os AGL se acumulan notoriamente en el curso de la digestién de la
sangre en el intestino del vector, por accién de fosfolipasas presentes
en el contenido intestinal, que asi constituyen una fuente exdgena de

AGL para la diferenciacion.

® | os AGL presentes en el intestino del vector inducen la formacién de
diacilglicerol, un conocido activador de la proteina kinasa C (PKC), y
estimulan la biosintesis de fosfatidilcolina en T. cruzi.

® Flrol de la PKC en la metaciclogénesis se demostré utilizando cuatro
estrategias experimentales distintas. (i) induccién de metaciclogénesis
por activadores de la PKC (forbol ésteres y diacilgliceroles
permeantes). (ii) bloqueo de la metaciclogénesis inducida por los
extractos intestinales mediante inhibidores selectivos de la PKC. (iii)
bloqueo de la metaciclogénesis por regulacién negativa (down-
sregulation) de la PKC. (iv) demostracion de la activaciéon de la PKC en
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epimastigotes intactos por extracto intestinal, AGL y diacilglicerol
permeante, por comparacién de perfiles de fosforilacion de proteinas.

La diferenciacion in vitro en el sistema desarrollado en nuestro
laboratorio requiere fosfolipidos, los cuales también abundan en la
sangre ingerida por el vector hematdfago. Aqui demostramos que los
fosfolipidos exdgenos pueden ser rapidamente convertidos a AGL por
accion de fosfolipasas endogenas del parasito. Asi éstas constituyen
una segunda fuente de AGL para la diferenciacién celular, explicando la

razén que subyace al requerimiento de fosfolipidos.

El andlisis de las fosfolipasas que actiuan sobre fosfolipidos
zwitteridnicos demostré la presencia unicamente de fosfolipasa A;. Se
destaca que este sistema es diferente del que cataliza la degradaciéon

de fosfoinositidos.

La purificacion y caracterizaciéon de la fosfolipasa A; mayoritaria
presente en epimastigotes demostré6 que la enzima es una
glicoproteina, de peso molecular de aproximadamente 38 kDa, pH
optimo &acido, independiente de cationes bivalentes. Esta enzima es

activada por detergenites y es de origen lisosomal.

La actividad fosfolipasa Ay es mayor en tripomastigotes y amastigotes
que en epimastigotes, sugiriendo un rol importante para la misma en
los estadios correspondientes al hospedador mamifero.

La fosfolipasa Ay encontrada aqui en Trypanosoma cruzi es capaz de
hidrolizar completamente los fosfolipidos endégenos de parasitos en
autllisis. Esta degradacion genera AGL y lisofosfolipidos. Estos
compuestos poseen accion citotéxica y pueden estar involucrados en la
patogénesis de la enfermedad de Chagas.

En conclusion, esta Tesis demuestra que los AGL, juegan un rol importante
en la metaciclogénesis, el cual puede explicarse por la activaciéon de la PKC.

<
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La generacion de esos AGL tiene lugar por efecto de fosfolipasas exégenas
(del intestino del vector) y endégenas (del tripanosoma) actuando en forma
concurrente. Los AGL estimulan la generaciéon de diacilglicerol, explicando
su efecto activador sobre la PKC. Se ha descripto previamente que la
interaccion con el extracto intestinal induce en el parasito, aumento del calcio
citopldsmico. En consecuencia se presentan en forma conjunta los dos
mensajeros, diacilglicerol y calcio, involucrados en la activacién de la PKC.

Previamente se demostré que la digestion de la hemoglobina genera
péptidos metaciclogénicos que actian a través de la activacién de la
proteina kinasa A del parasito. Aqui se demuestra que la digestién de los
fosfolipidos da lugar a la formacién de AGL metaciclogénicos que actian a
través de la PKC. Existen en consecuencia en Trypanosoma cruzi
mecanismos redundantes que aseguran la diferenciacién celular. En ambos
casos productos de la digestion de la sangre aparecen como reguladores de
la metaciclogénesis. Un posible significado biol6gico de estas observaciones
es que dichos productos desempenarian un rol coordinador entre la fisiologia
alimentaria del insecto y la aparicion de las formas infectantes del parasito.
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