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Resumen

Resumen

En este trabajo se caracterizó la adenilil ciclasa TczAC. Se determinó que el gen

que codifica para esta enzima se encuentra altamente conservado con los genes de

adenilil ciclasas identificados en otros tripanosomátidos, es parte de una familia

multigénica y se expresa en todos los estadios del ciclo de vida de T. cruzr'. Se

determinó que el producto de este gen es una enzima funcional capaz de complementar

una cepa de levaduras carente de actividad adenilil ciclasa Esta enzima es específica

para AMPc, presenta una mayor actividad en presencia de Mn+2 que de Mg+2 y es

inhibida por Zn+2y el inhibidor del sitio P, 2'-deoxy-3'AMP. Por otro lado, el Ca+2

estimula la actividad de la misma manera independiente de calmodulina.

Utilizando la técnica de doble híbrido en levaduras se demostró que TczAC

dimeriza a través de su dominio catalítico y se identificaron 13 clones capaces de

interaccionar específicamente con la misma. En particular se analizó la interacción de

TczAC con el clon correspondiente a la proteína de flagelo paraflagellar rod.

Asimismo, TczAC fire expresada en una cepa mutante de levaduras S. pombe.

Los resultados obtenidos con estos experimentos sugieren que este sistema de expresión

podría ser de gran utilidad para la búsqueda de inhibidores específicos.

Por otra parte, se identificó y caracterizó el gen TczPDE que codifica para la

primer fosfodiesterasa de AMPc de T. cruzi. Se determinó que este gen es parte de una

familia multigénica y codifica para una proteína que presenta un posible péptido señal,

dos dominios GAF de unión a GMPc y un dominio catalítico altamente conservado. La

funcionalidad de esta proteína se confirmó por ensayos de complementación en

levaduras carentes de actividad fosfodiesterasa. En dichas levaduras TczPDE se

encontró asociada a la fracción particulada, mostró una alta afinidad por el AMPc y no

fue capaz de hidrolizar GMPc.

Por ensayos de Western blot se confirmó la asociación de TczPDE a la

membrana de las levaduras y se observó que esta se encuentra fuertemente asociada a la

misma.

La localización subcelular de TczPDE en T. cruzr' se estudió por fraccionamiento

subcelular e inmunolocalización. Estos experimentos demostraron que TczPDE se

encuentra localizada en la membrana plasmática del parásito y concentrada en el

flagelo.

Palabras clave: Adenilil ciclasa, Fosfodiesterasa, Calcio, Flagelo, Trypanosoma



In this work we have characterized TczAC adenylyl cyclase. The gene encodes

an enzyme which is highly conserved with the adenylyl cyclase genes identified in other

trypanosomatídS, is part of a multigene family and is expressed in all the stages of T.

cruzi life cycle. The product of this gene is a fiJnctional enzyme that can complement a

yeast strain deficient in adenylyl cyclase activity. The enzyme is specific for cAMP, has

a higher activity in the presence of Mn+2instead of Mg”, and is inhibited by Zn+2and

the P-site inhibitor, 2'-deoxy-3 'AMP. On the other hand, Ca+2stimulates its activity in a

calmodulin independent manner.

Using the yeast two-hybrid technique it was demonstrated that TczAC dimerizes

through its catalytic domains, and 13 clones that interact with this protein were

identified. In particular, the interaction of TczAC with the flagellar protein paraflagellar

rod was analyzed.

Besides, TczAC was expressed in a S. pombe mutant strain. The results obtain in

these experiments suggest that this expression system could be useful for the

identification of specific inhibitors.

Apart from that, the gene TczPDE that codes for the first cAMP

phosphodiesterase of T. cruzi was identified and characterized. It was found that this

gene is part of a mutligene family and encodes a protein that presents a putative signal

peptide, two GAF domains for cGMP binding and a highly conserved catalytic domain.

The functionality of this protein was confirmed by complementation assays in yeasts

lacking phosphodiesterase activity. In these yeasts TczPDE was found to be associated

to the particulate fraction, showed a high affinity for CAMP and was not able to

hydrolyze cGMP.

By Western blot analysis, the association of TczPDE to the yeast membrane

was confirmed, and it was observed that this enzyme is strongly associated to it.

The subcellular localization of TczPDE in TI cruzi was studied by subcellular

fractionation and immunolocalization. These experiments demonstrated that TczPDE is

localized in the plasma membrane of the parasite and concentrated in the flagellum.

Key words: Adenylyl cyclase, Phosphodiesterase, Calcium, Flagellum,

Trypanosoma
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Introducción

l- Adenosín-monofosfato cíclico (AMPc)

El AMPc fue identificado por Sutherland y Rall en 1957. Su descubrimiento no

fue por azar sino dentro de un marco conceptual claramente definido y sirvió como base

para comprender cómo la información es transmitida dentro de las células. Sobre la

hipótesis de que las hormonas podían trabajar a un nivel molecular Sutherland

construyó un sistema de estudio libre células en donde hormonas de función conocida

podían regular la glucogenólisis. A partir de este sistema purificó una molécula pequeña

y termoestable capaz de activar la glucógeno fosforilasa. Esta molécula fue

posteriormente identificada como el 3',5'-adenosín monofosfato cíclico o AMPc. Este

descubrimiento dio lugar al nacimiento del término segundo mensajero, utilizado desde

entonces para identificar pequeñas moléculas generadas intracelularmente tras una

estimulación y capaces de regular eventos celulares.

A pesar de haber pasado más de 40 años desde su descubrimiento, y que este

segundo mensajero ha tenido siempre un papel central en la transducción de señales en

las células, continuamente se siguen identificando nuevas funciones y componentes de

su vía de señalización, evidenciando la alta complejidad de su regulación y mecanismo

de acción (Figura l). Se ha determinado que el AMPc es producido en respuesta a una

gran variedad de estímulos extracelulares, que van desde estímulos hormonales y

neurotransmisores hasta cambios en la concentración de nutrientes, osmolaridad, pH y

temperatura. De la misma manera, se han identificado numerosos procesos celulares

regulados por este segundo mensajero, entre los cuales se encuentran la diferenciación,

la división celular, el crecimiento, y el movimiento celular, la respuesta a nutrientes, la

percepción sensorial, la resistencia a virus, la apoptosis, e incluso se ha demostrado que

el mismo puede actuar como una señal extracelular en algunas bacterias y protozoos.

Si bien la mayoría de los componentes principales del camino de transducción

de señales mediadas por AMPc se encuentran ampliamente caracterizados (Figura l),

recientemente se han identificado un gran número de isoforrnas de las enzimas

involucradas en la síntesis, degradación y transmisión de los efectos de este segundo



mensajero. Estas enzimas proveen un sofisticado sistema que permite la organización de

esta vía de señalización en compartimientos intracelulares, la integración con otras vías

de señalización, y el control de la cinética y características de la respuesta mediada por

AMPc, permitiendo así una gran versatilidad de respuesta.

Citoplasma

Figura 1. Señalización mediada por AMPc. IC, canales iónicos, CNGC, canales regulados por
nucleótidos cíclicos, RE, retículo endoplasmático, RynR, receptor de rianodina, Ca-PTP, fosfatasa
dependiente de calcio, CAM, calmodulina, CAMKs, quinasas dependientes de calmodulina, PDE,
fosfodiesterasa, AC, adenilil ciclasa, PKA, quinasa de proteínas A, AKAP, proteína de anclaje de
PKA, PPl, fosfatasa de proteínas tipo l, PP2A, fosfatasa de proteínas tipo 2A, GFR, receptores de
factores de crecimiento, CBP, proteína de unión a CREB, CREB proteína de unión a CRE, CRE,
elemento de respuesta a AMPc.
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Los niveles intracelulares de AMPc son controlados a través de su síntesis y

degradación por las enzimas adenilil ciclasas y fosfodiesterasas de AMPc

respectivamente (Figura 2).

Menosina trifosfato 3'-5'-adenosín monofosfatocídleo 5'-adenosín monofosfato
(AMPC) (S’AM(ATP)

ü H.. . o Fosrodiestuasa ni
Adenrlllclclasa(¿La fi “Am “Ema!

2. o

4.a¿aJ o

Figura 2. Síntesis y degradación del AMPc.

Por otro lado, este segundo mensajero ejerce su función a través efectores

específicos. Tres blancos principales de AMPc han sido identificados: la quinasa de

proteínas dependiente de AMPc (PKA), la proteína intercambiadora de GTP

dependiente de AMPc (CAMP-GEF o EPAC) y los canales iónicos regulados por este

nucleótido (GNGC; Fimia y Sassone-corsi, 2001)

La PKA es considerada el principal efector del AMPc. Esta enzima es un

complejo tetramérico formado por dos subunidades catalíticas (C) con actividad quinasa

de serina/treonina y dos subunidades regulatorias (R; Figura 3A). La PKA se activa

cuando dos moléculas de AMPc se unen a cada una de las subunidades regulatorias y

producen la disociación de las subunidades catalíticas. Una vez disociada, una parte de

las subunidades catalíticas permanece en el citoplasma mientras que otra es translocada

dentro del núcleo (Figura 3A; Fimia y Sassone-corsi, 2001; Colledge y Scott, 1999;

Meinkoth y col., 1993).

En el citoplasma, las subunidades C fosforilan un gran número de sustratos

entre los cuales se encuentran componentes de misma la vía de AMPc. Fosforilando

receptores, adenilil ciclasas y fosfodiesterasas, esta enzima produce un aumento o una

disminución de la señal de AMPc dependiendo del tipo celular (Figura 3A; Fimia y

Sassone-corsi, 2001).
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En el núcleo, las subunidades C fosforilan y regulan la actividad de factores de

trascn'pción, modulando así la expresión de genes. Los factores de trascripción CREB,

CREM y ATFl fueron los primeros identificados de ser fosforilados por PKA en

respuesta a AMPc. Estos factores pueden regular la expresión de genes uniéndose a

secuencias específicas de ADN denominadas elementos de respuesta a AMPc o

secuencias CRE (Figura 3A; Lalli y Sassone-corsi., 1994; De Cesare y col., 1999;

Sassone-corsi, 1998).

Además de regular la actividad de PKA, el AMPc se une y regula directamente

la actividad de canales iónicos. Estos canales generalmente no son muy selectivos y

permiten el pasaje de Ca”, Na+ y K+ (Kaupp y Seifert, 2002; Kramer y Molokanova.,

2001; Dzeja y col., 1999). La entrada de Ca+2 a trave’s de estos canales es

particularmente interesante debido a que es independiente de cambios en el voltaje de la

membrana y une la vía de señalización por AMPc con la homeostasis de Ca”. Una vez

dentro de la ce'lula el Ca+2 estimula la actividad de la calmodulina (CAM) y de las

quinasas de proteínas dependientes de calmodulina (CAMK) las cuales a su vez

modulan la acción del AMPc regulando la actividad de las adenilil ciclasas y

fosfodiesterasas de AMPc (Figura 3B; Kaupp y Seifert, 2002; Kramer y Molokanova.,

2001; Dzeja y col., 1999).

Finalmente, el AMPc puede actuar regulando la actividad de factores

intercambiadores de GTP, GEF. Estos factores, denominados CAMP-GEF o EPACs

(Exchange Protein Activated by CAMP), presentan dos dominios estructurales: l) un

dominio de unión a AMPc amino-tenninal y 2) un dominio intercambiador de GTP

(GEF) carboxilo-terminal perteneciente a la superfamilia de las proteínas Ras. La unión

del segundo mensajero a estas proteínas les permite actuar como intercambiadores de

GTP de la proteína Rap] modulando así la vía de señalización mediada por MAPKs de

una manera independiente de la PKA (Figura 3C; de Rooij y col., 1998; Kawasaky y

col., 1998; Stork y Schmitt, 2002).
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A pKA B CNGC
"¡activo Activo

o o AMPco
Inacfiva I,/

1 —>

Citoplasma

citoplasma / ca+2Activa.6
" —* C EPAC

AMPc
o o

lnactivo o : .. Activol----—-—->_A’ 9
Figura 3. Efectores del AMPc. A, Mecanismo de acción de la quinasa de proteínas A (PKA). R
subunidad regulatoria, C subunidad catalítica. B, Mecanismo de acción de los canales iónicos regulados
por nucleótidos cíclicos (CNGC). C, Mecanismo de acción de las proteínas intercambiadoras de GTP
regulados por AMPc (CAMP-GEF o EPAC)
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2- Adenilil ciclasas

Las adenilil ciclasas son enzimas que juegan un papel crucial en la señalización

mediada por AMPc, catalizando la síntesis de este segundo mensajero a partir de ATP

en respuesta a distintos estímulos extracelulares.

Basándose en su topología las adenilil ciclasas se pueden agrupar en cuatro

clases (Tang y Gilman, 1992; Bieger y Essen, 2001).

Clase I: Incluye todas las adenilil ciclasas de membrana descriptas en mamíferos y

también las de otros organismos como Drosophila dance y Dictyostelium

discoideum.

Clase II: Incluye una adenilil ciclasa descripta en D. discoideum y las adenilil ciclasas

de protozoos.

Clase III: Incluye las adenilil ciclasas periféricas de membrana de hongos y de

Escherichia coli.

Clase IV: Incluye las adenilil ciclasas solubles de bacterias y una de mamíferos.

2.1- Clase I

2.1.1-Características y estructura

De todas la adenilil ciclasas descriptas, las de clase I de mamíferos han sido las

más ampliamente caracterizadas. Todas las enzimas de esta familia responden a

ligandos extracelulares a través de la interacción con proteínas G heterotn'méricas. La

unión de un ligando a un receptor de siete pasos transmembrana induce un cambio

conformacional en el receptor que le permite actuar como un intercambiador de GTP

(GEF) facilitando el intercambio de GDP por GTP en la subunidad alfa de la proteína

G. La unión de GTP a la subunidad Ga disminuye su afinidad por la subunidades GBye
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induce su disociación de las mismas. Una vez disociada la subunidad alfa puede

estimular (Gas) o inhibir (God) la actividad de la adenilil ciclasa (Figura 4). La

regulación a través de proteínas G permite una gran amplificación de la señal

extracelular ya que un solo receptor activado puede difundir por la membrana

plasmática y activar un gran número de proteínas G cada una de las cuales activará una

adenilil ciclasa (Simonds, 1999; Lagnado, 2002; Patel y col., 2001).

“'ïílí’fdl‘

AMPc + PPi

Figura 4. Mecanismo de regulación de las adenilil ciclasas por proteínas G.

Además de la regulación por proteínas G, los miembros de esta familia

comparten una misma estructura que se caracteriza por tener un pequeño dominio

amino-terminal intracelular, dos dominios de seis pasos transmembrana (M1 y M2) y

dos dominios catalíticos intracelulares (C1 y C2), ambos necesarios para la actividad

catalítica. Los dominios catalíticos pueden a su vez ser subdivididos en Cla y Clb, y

C2a y C2b. El Cla y el C2a son homólogos entre sí, se encuentran altamente

15
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conservados y constituyen el aparato catalítico (Figura 5). Notablemente, la expresión

de cualquiera de las mitades de esta enzima, MlCl o M2C2, o de los sitios catalíticos

independientemente no presenta actividad enzimática. De forma contraria, la

coexpresión de ambas mitades o de los dominios catalíticos unidos por un pequeño

espaciador reconstituye una actividad enzimática que puede ser estimulada por el

diterpeno fosrkolina y la subunidad alfa de la proteina G (Patel y col., 2001; Hurley,

1998; 1999). A partir de estos ensayos bioquímicos y por cristalografia de homodímeros

de C2, y heterodímeros Cl-C2 unidos a Gas y forskolina, se ha demostrado que las

adenilil ciclasas de esta clase fiJncionan a través de la heterodimerización de sus

dominios catalíticos, que da lugar a la formación de una interfase hidrofóbica Cla-C2a

responsable de la actividad catalítica (Figura.5; Yan y col., 1996; Whisnant, y col.,

1996; Zhang y col., 1997; Liu y col, 1997; Hurley 1999; Temer y col., 1997).

Dentro del bolsillo hidrofóbico formado por esta interacción se encuentra el

sitio de unión a forskolina, formado por residuos de ambos dominios catalíticos. Al

unirse, la forskolina aumenta unas diez veces la afinidad entre los dominios catalíticos

produciendo una estimulación de la actividad enzimática. En forma similar, dentro del

bolsillo hidrofóbico existe un sitio de interacción con la Gas también formado por

residuos de Cla y C2a. La interacción tiene una mayor contribución del dominio C2a y

la subunidad Gas parece producir una estimulación de la actividad catalítica por un

mecanismo similar al de forskolina. Por otro lado, la interacción con la proteína Gai

está mediada únicamente por el dominio Cla y el mecanismo preciso de inhibición aún

no se conoce (Patel y col., 2001; Hurley, 1998; 1999; Tesmer y Sprang, 1998).

Con respecto a los dominios Cb, Clb corresponde a una región grande y variable

que contiene diversos sitios de regulación. Se ha observado que este dominio es

importante para la regulación mediada por Cafl-CAM y por calcineurina, además de

tener un papel secundario en la regulación por subunidades Ga. De forma contraria C2b

es pequeño, está sólo presente en las isoformas I, II, IH y VIII, y carece de funciones

conocidas (Patel y col., 2001; Tesmer y Sprang, 1998).
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CAM, PKA,
PPZB, Ca"­
Gas?

Bolsillo
Hidrofóbico

Gas

PKC Gm

Figura 5. Estructura de dominio catalítico de las adenilil
ciclasas de mamíferos. M, dominios transmembrana, C
dominios catalíticos, Fsk, forskolina, PPZB, fosfatasas de
proteínas B.

2.1.2- Mecanismo catalítico

Por ensayos de mutagénisis dirigida, modelado molecular y estudio con

inhibidores específicos, se han identificado los aminoácidos del sitio catalítico

involucrados en la unión del ATP (Tesmer y col., 1997; Liu y Col, 1997; Zhang y col,

1997; Hurley, 1999). Mutaciones en estos residuos tienen diferentes efectos en la unión

del sustrato e incluso pueden modificar la especificidad de ATP por GTP (Tucker y col,

1998). Se ha demostrado que ciertos derivados de adenosina pueden inhibir la actividad

de las enzimas adenilil ciclasas. Estos compuestos, denominados inhibidores del sitio P

por requerir la presencia de un anillo de purina, inhiben la reacción directa en forma no

competitiva con respecto al complejo Mg+2-ATP (Désaubry y col., 1996; Dessaur y

Gilman, 1997; Tesmer y col, 2000). Algunas mutaciones dentro del sitio catalítico

alteran la unión de estos inhibidores y del ATP en forma idéntica o similar. Sin

embargo, otras mutaciones inhiben la unión de ambos compuestos en forma diferente
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indicando que los inhibidores del sitio P deben unirse a conformaciones diferentes del

mismo sitio catalítico, a sitios superpuestos pero no idénticos, o presentar distintos sitios

de unión (Hurley, 1998; Tang y Hurley, 1998; Tesmer y Sprang, 1998).

Con respecto a la unión de metales, se ha demostrado que el mecanismo

catalítico es similar al descripto para la polimerasa del fago T7 e involucra la unión de

dos metales divalentes a dos sitios diferentes (A y B) del dominio catalítico

(Zimmermann y col., 1998; Tesmer y Sprang, 1998; Artymiuk y col., 1997). Uno de

estos sitios une Mg+2 libre mientras que el otro une el complejo Mg+2-ATP. Se ha

observado también que el Mn+2se une al sitio B y actúa como un potente activador de

estas enzimas, probablemente porque tiene un tamaño similar al Mg+2pero es un mejor

ácido de Lewis. De forma contraria, el Zn+2se une al sitio A y ejerce un potente efecto

inhibiton'o sobre la actividad de estas enzimas (Hurley, 1998; 1999; Tesmer y Sprang,

1998).

2.1.3- Regulación

Las distintas isoformas de adenilil ciclasas poseen de mecanismos de regulación

diversos. De acuerdo con su regulación y propiedades bioquímicas, las enzimas de

mamíferos se han dividido en nueve familias (ACI-IX). Todas ellas son estimuladas por

la subunidad Gas y, excepto por la familia ACIX, por el diterpeno forskolina.

Como se encuentra resumido en la Tabla I, dentro de las distintas familias se

puede observar una estimulación o inhibición por calcio, por la subunidad GBYy por

distintas quinasas de proteínas. Cabe mencionar que la estimulación mediada por calcio

es siempre dependiente de calmodulina, mientras que la inhibición puede ser directa o

mediada por calcineurina o la quinasa de proteínas dependiente de calmodulina II

(CAMKII). Las distintas familias muestran también distinta sensibilidad a los

inhibidores del sitio P (Hurley, 1998; 1999; Tesmer y Sprang, 1998; Patel y col., 2001).
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lsoformas Activadores Inhibidores

ACI Gas, Fsk, CaflJCAM Gia, G67, CAMK IV, Inh. sitio P

ACll Gas, Fsk, Ca*‘,/CAM CAMK II, Inh. sitio P

AClll Gas, Fsk, Ca*',/CAM lnh. sitio P

AClV Gas, Fsk, cm, PKC lnh. sitio P

ACV Gas, Fsk,pr Inh. sitioP

ACVI Gas, Fsk, GB'y,PKC Inh. sitio P

ACVll Gas, Fsk, PKC Gai, Ca”, PKA, lnh. sitio P, Gm

ACVlll Gas, Fsk Gai, Ca”, PKA, lnh. sitio P, PKc

AClx Gas Calcineurina, lnh. sitio P

AC soluble HCOJ- ?

Tabla l. Activadores e inhibidores de las adenilil ciclasas de mamíferos.

2.2- Clase II

Las adenilil ciclasas de clase II se caracterizan por presentar una estructura

completamente distinta a la previamente descripta, que consta de un gran dominio

extracelular, un único dominio transmembrana y un único domino catalítico intracelular.

Dicha estructura es similar a la de los receptores de membrana con actividad guanilil

ciclasa (GCRP; Potter y Hunter, 2001).

Dentro de esta clase de enzimas se encuentra la adenilil ciclasa ACG de D.

discoideum. Esta proteína se expresa en estadios específicos del desarrollo y actúa como

un sensor osmótico (Pitt y col., 1992; van Es y col., 1996).

Otras enzimas que han sido clasificadas dentro de esta clase son las descriptas

para los tn'panosomátidos Trypanosoma brucei, Tapanosoma cruzi y el organismo

relacionado Leishmam'a donovani. Las características de estas proteínas serán abordadas

enla sección 6.3.1.1.
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2.3- Clase III

Este grupo incluye las adenilil ciclasas periféricas de membrana de las levaduras

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y de otros hongos, así como

también la de E. coli.

La adenilil ciclasa de S. cerevisiae presenta varias diferencias con las enzimas de

mamíferos. La actividad de la misma es insensible a las subunidades de la proteina G

heterotrimérica así como también al activador forskolina, al fluoruro de aluminio y a las

toxinas de cólera y pertussis. Por otro lado, esta enzima es activada por la proteína G

monoméríca RAS en respuesta a cambios en los niveles extracelulares de glucosa. La

regulación de esta adenilil ciclasa por RAS requiere de la presencia de la proteína CAP

la cual actúa como puente entre ambas proteínas (Danchin, 1993; Toda y col., 1985). En

forma análoga, la adenilil ciclasa de S. pombe es regulada por variaciones en los niveles

extracelulares de glucosa, pero en este caso, y de la misma manera que sucede con las

enzimas de mamífero, la regulación se produce a través de la subunidad alfa de una

proteína G heterotrimérica (Danchin, 1993; Kawamukai y col, 1991; Engelberg y col.,

1990; Yamawaki-Kataoka, y col; 1989; Young y col., 1989).

Otras adenilil ciclasas de hongos presentan una estructura similar y están

involucradas en un gran número de procesos celulares como la virulencia y el

crecimiento de hifas en Candida albicans, la respuesta a nutrientes en Cryptococcus

neoformants, el crecimiento celular en Ustilago maydis y el control de la utilización de

fuentes de carbono en Neurospora crassa.

De forma similar a lo observado en S. cerevisiae y S. pombe, la adenilil ciclasa

de E. coli es regulada por glucosa. La estructura de esta proteína presenta dos dominios

funcionales, un dominio amino-terminal con actividad catalítica y un dominio

carboxilo-tenninal regulado por glucosa. Cuando los niveles de glucosa son altos esta

adenilil ciclasa se encuentra defosforílada y presenta una muy baja actividad. Una

disminución en los niveles de glucosa induce la fosforilación y activación de la enzima.

El aumento en los niveles de AMPc se traduce en una activación de factor del

trascripción CAP o CRP, el cual reprime la trascripción del gen de la adenilil ciclasa y
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regula la expresión de otros genes involucrados en la utilización de fuentes alternativas

de carbonos (Danchin, 1993; Bostford y Harman, 1992).

2.4- Clase IV

Finalmente se encuentran las adenilil ciclasas solubles descriptas para algunas

bacterias y una de mamíferos.

Entre las enzimas más interesantes de este grupo se encuentran las de las

bacterias Bordetella pertussis y Bacillus anthracis. En ambos casos las adenilil ciclasas

son secretadas como toxinas y son activadas por la calmodulina de las células huésped,

proteína no existente en dichos organismos. La estructura de la adenilil ciclasa de B.

pertussis se compone de un dominio amino-terminal con actividad adenilil ciclasa

dependiente de calmodulina y un dominio carboxilo-terminal responsable de Ia

actividad hemolitica de este patógeno. A esta adenilil ciclasa toxica se la denominó

ciclolisina. La adenilil ciclasa de B. anthracis ha sido denominada factor de edema por

su acción en el huésped infectado. Esta enzima presenta tres dominios funcionales: un

péptido señal, un dominio con actividad adenilil ciclasa y un dominio de interacción con

una proteína responsable de su internalización a la célula huésped (Danchin, 1993;

Bostford y Harman, 1992).

Otro caso muy interesante es el de la adenilil ciclasa soluble de mamíferos la

cual presenta propiedades bioquímicas distintas a las otras isoformas descriptas en estos

organismos. Esta enzima posee dos dominios catalíticos que están más relacionados a

los dominios catalíticos de las adenilil ciclasas de cianobacterias que a los de células

eucariotas. Su actividad es insensible a reguladores de proteínas G, requiere de MnT2e

interesantemente actúa como sensor de HC03'. La expresión de esta adenilil ciclasa

soluble fue primero descripta en testículo en donde se cree que tiene un papel

fundamental en el proceso de fertilización regulado por bicarbonato, modulando la

movilidad de los espermatozoides, la capacitación y la reacción acrosomal.

Recientemente también se ha reportado la expresión esta enzima en otros tejidos que

responden al bicarbonato (Buck y col., 1999; Wuttke y col., 2001).
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3- Fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos

La actividad hidrolítica de nucleótidos cíclicos en extractos celulares fije

descn'pta por Sutherland y Rall poco después del descubrimiento del AMPc (Sutherland

y Rall, 1958). Se sabe ahora que una amplia y diversa familia de enzimas, denominadas

fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos (PDEs), es responsable de dicha actividad.

Inicialmente se consideró que las fosfodiesterasas tenían un papel pasivo

responsable de la terminación de la señal de AMPc. Sin embrago, la evidencia

acumulada durante las ultimas décadas ha demostrado que estas enzimas tienen un papel

activo en la regulación se la señalización mediada por este segundo mensajero. Las

PDEs no sólo regulan los niveles de AMPc a través de su degradación, sino también

actúan como puntos de entrecruzamiento con otras vías de señalización y tienen un

papel fiJndamental en la compartimentalización de la señal generada, regulando el

acceso del AMPc a sus efectores.

Las PDEs han sido divididas en tres clases (Nikawa y col; 1987; Sass y col.,

1986; Richter, 2002):

Clase I: Incluye todas las PDEs descriptas en mamíferos así como también otras PDEs

descriptas en eucariotas inferiores como S. cerevisiae (Sass y col., 1986), D.

discoideum (Thomason y col., 1998) y T. brucei (Seebeck y col., 2001). Las

enzimas de esta clase se caracterizan por presentar una considerable

homología de secuencia en su dominio catalítico (30-50 %) y una alta afinidad

por el sustrato (Km = 0.5-10 uM).

Clase II: Las enzimas de esta clase han sido identificadas solamente en S. cerevisiae

(Nikawa y col., 1987), D. discoideum (Lancombe y col., 1986), Vibriofisheri

(Callahan y col., 1995), C. albicans (Hoyer y col, 1994) y L. mexicana

(Rascón y col., 2000). Estas se caracterizan por no presentar homología de

secuencia con las PDE de clase I y por tener una menor afinidad por su

sustrato.
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Clase Ill: Es una nueva clase creada para incluir la PDEs de procariotas que no

pertenecen a ninguna de las otras dos clases (Richter, 2002).

3.1- Clase I

3.1.1- Familias y estructura

Dentro de esta clase de enzimas las PDEs de mamíferos han sido las más

ampliamente estudiadas. Once familias han sido descriptas basándose en sus

propiedades bioquímicas y farmacológicas, su distribución tisular, su localización

subcelular, su especificidad de sustratos y sus mecanismos de regulación. Cada una de

estas familias esta compuesta por l a 4 isoformas distintas, habiéndose identificado

hasta el momento 21 genes diferentes. Añadiendo más complejidad a esta clase de

PDEs, algunos de estos genes codifican para más de una proteína, ya sea por splicing

alternativo o por el uso de promotores alternativos, existiendo así más de 50 posibles

isoformas en células de mamíferos (Mehats y col., 2002; Torphy, 1998).

Como se detalla en la Tabla II, las ll familias descriptas incluyen

fosfodiesterasas específicas de Alvfl’c, de GMPc y duales. Todas ellas presentan una

estructura similar. con un dominio catalítico conservado cercano al extremo carboxilo­

terminal y los dominios regulatorios principales en la región amino-terminal (Figura 6).

El sitio catalítico de todas las PDEs de mamíferos presenta la secuencia consenso

I-ID(X2)H(X4)N que incluye los dominios de unión a los metales Zn”2 y Mg’z. Las

regiones fiJera del dominio catalítico son variables entre las distintas familias pero se

encuentras conservadas dentro de un misma familia. Parte de estas secuencias están

involucradas en la regulación y localización específica de los miembros de distintas

familias, e incluyen sitios de fosforilación, dominios de unión a pequeñas moléculas y

dominios de interacción proteína-proteina (Figura 6). Además de la homologia de

secuencia, los miembros de una misma familia comparten propiedades farmacológicas,

muchas veces distintas a los miembros de otras familias, lo cual permite el desarrollo de

inhibidores específicos (Mehats y col., 2002; Soderling y Beavo, 2000).
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Figura 6. Estructura de lasH PDE‘ 11familiasdePDEsde-o-o—-.- mmm
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yS: subunidad gama
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3.1.2- Regulación

Las PDEs pueden ser reguladas por diversos mecanismos permitiendo un amplio

entrecruzamiento con distintas vías de transducción de señales (Tabla II; Torphy, 1998;

Houslay, 1998; Soderling y Beavo, 2000). El ejemplo más claro es el de la familia

PDE] cuyos miembros son activados por la unión del complejo Ca+2-calmodulinaa dos

dominios amino-terminales de la PDE (Figura 6). De esta manera, los agentes capaces

de aumentar los niveles de calcio producen una activación de esta familia de PDEs y

una disminución de los niveles intracelulares de AMPc o GMPc (Emeux, 1985).

La presencia de sitios de unión a nucleótidos cíclicos en otras familias permite

una integración de las vías de señalización por AMPc y GMPc. En el caso de la PDE2

aumentos en los niveles de GMPc activan alostericamente esta enzima e inducen una

disminución en los niveles de AMPc (Whalin y col., 1991). Por otro lado, el GMPc

inhibe competitivamente la hidrólisis de AMPc por la PDE3 (Tabla II; Harrison y col.,

1986).
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Familia .\'° (le genes lispecifieitlatl Regulación Inhibidor
PDEl 3 Dual T Can/CAM, i PKA, Vinpocetine,w.7,

J, CAMK u Fenoh'nzinas, [BMX

PDEZ 1 GMPc>AMPc T GMPc EHNA, [BMX

PDE3 2 Dual i GMPc, T PKA, T Milrinone, Trequisin,

PKB IAKT [BMX

PDE4 4 AMPc T PKA, i ERK2 Rolipram, [BMX

mms 1 GMPc PKA, PKG N2, y Dipiridamole,

Subunidad? Zaprinast, [BMX

PDE6 4 GMPc ¿y Subunidad Dipiridamole,

Zaprinast, [BMX

PDE7 2 AMPc IBMX, Dipiridamole

PDE8 2 AMPc Oxígeno? Dypiridamole

PDE9 1 GMPc 7

PDE10 1 Dual L AMPc? IBMX, Zaprinast,

Dipiridnmole

PDEll 1 Dual 2 [BMX

Tabla ll. Propiedades de las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos de mamíferos. IBMX, 3­
isobutil-l-metilxantina, EHNA, eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil) adenosín-hidrocloruro.

El análisis de las secuencias proteicas de las distintas familias llevó a la

identificación de distintos dominios de unión a ligandos. Se ha determinado que las

familias PDE2, 5, 6, lO y ll presentan dominios GAF de unión a GMPc (Figura 6, Ho

y col., 2001; Soderling, 2000; Torphy, 1998). El hecho de que varias de estas proteínas

no sean capaces de unir este segundo mensajero y que estos dominios han sido

descriptos en proteínas como el factor de trascripción fl'llA de bacterias, organismos

carentes de GMPc, sugiere que los dominios GAF podrían tener otra fiJnción.

En el caso de la PDE8 se identificó la presencia de un dominio PAS (Figura 6;

Pre-ARTN-Sim). En varias proteínas, este dominio esta involucrado en la

homodimerización e interacción con proteinas que regulan la localización subcelular.

Interesantemente, se ha reportado que este dominio actúa como un sensor de oxígeno y

luz en Archea. A pesar de que en la PDE8 su función es desconocida, de alguna manera
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podn'a estar involucrado en sensar el ambiente extracelular e intracelular (Soderling,

1998; Soderling y Beavo, 2000; Mehats y col., 2002)

Además de la regulación por distintos ligandos, las PDEs son reguladas por

fosforilación (Tabla II). Entre las quinasas reportadas de regular la actividad de estas

enzimas se encuentran la PKA, la CAMK, la quinasas de proteínas dependiente de

GMPc (PKG) y la quinasa de proteínas B (PKB o AKT), entre otras (Ang y Antoni,

2002; Murthy, 2001; Laliberte y col., 2002; Mehats y col. , 2002; Hashimoto y col.,

1989; Liu y Maurice, 1999).

3.1.3- Localización subcelular

La actividad de algunas familias de PDEs es también regulada por la

localización de las mismas dentro de la célula. La localización de PDEs en distintos

compartimientos subcelulares file sugerida al observar que en algunos tipos celulares la

actividad fosfodiesterasa se encontraba asociada tanto a la fracción soluble como a la

particulada (Strada y col., 1984).

Se ha demostrado que la PDE3 puede anclarse a la membrana del retículo

endoplasmático a través de dominios hidrofóbicos presentes en su extremo amino­

terrninal (Figura 6; Shakur y col, 2000). Por otra parte, el anclaje de algunas isoformas

de la PDE4 depende de la interacción con proteínas como la proteína RACK-l primero

identificada por la unión de PKC (Yarwood y col, 1999). Algunas PDE4 presentan

además dominios ricos en prolina lo cual les permite la interacción con proteínas que

presentan dominios SH3 (Beard y col, 1999; 2002; Mehats y col, 2002). También se ha

reportado que el anclaje de la PDE6 a la membrana depende de la presencia de grupos

carboximetilo o residuos hidrofóbicos agregados por modificaciones post­

traduccionales (Flon'o y col., 1996; Qin y col., 1992; Qin y Baehr, 1994; Anant y col,

1992)
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3.1.4- Inducción de la actividad PDE y función homeostática

Se ha observado que durante la activación de la adenilíl ciclasa a través de un

receptor de membrana se produce un aumento en la actividad fosfodiesterasa de AMPc.

Las evidencias acumuladas con isoformas de las familias PDE3 y 4 permiten proponer

dos tipos de mecanismos (Figura 7):

Regulación a corto plazo: Este mecanismo involucra la fosforilación y activación de

PDE existentes en la célula a través de la PKA (Figura 7). Esta regulación mediada por

PDE3 y 4 tendría un papel central en control de la magnitud y duración de la señal de

AMPc permitiendo rápidas variaciones en la concentración del segundo mensajero (Oki

y col., 2000; Liu y Maurice, 1999).

Regulación a largo plazo: En este caso se requiere de la síntesis “de novo” de PDEs y

puede tardar de horas a días. Esta regulación ha sido principalmente estudiada para la

familia PDE4 aunque también ha sido observada en otras familias. Un aumento

prolongado de los niveles de AMPc en la célula induce un aumento específico en la

trascripción de genes que codifican para PDEs a través de la actividad de PKA/CREE.

Este aumento, junto con un aumento en la estabilidad del mensajero también regulado

por AIVfl’c,lleva finalmente a un incremento en la expresión de la enzima (Figura 7). El

mecanismo se revierte en forma lenta solo cuando disminuye la actividad adenilíl

ciclasa (Conti, 2000; Swinnen y col., 1991).

Este proceso de inducción parece ser un mecanismo homeostático

universal por el cual las células regulan la respuesta a hormonas y factores que

estimulan la actividad de la adenilíl ciclasa aumentando la actividad fosfodiesterasa de

AMPc.
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Regulación a Regulación a
corto plazo largo plazo

‘\.\, AMPc
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Citoplasma

Figura 7. Mecanismos de regulación a corto y largo plazo de la inducción de la
actividad fosfodiesterasa.

3.1.5- Fosfodiesterasas y enfermedad

Van'os descubrimientos claves llevaron a que, durante las últimas décadas, las

PDEs se hayan convertido en importantes blancos terapéuticos. Utilizando técnicas de

cromatografia, a principios de los años 70 se identificó la presencia de distintas

actividades de PDE asociadas a distintos tipos celulares y tejidos. Esta fiJe la primera

evidencia de que estas enzimas eran parte de una familia de proteínas e impulso la

búsqueda de inhibidores específicos que pudieran diferenciar las distintas isoformas. A

finales de los años 70 y pn'ncipio de los 80 se reportó que distintas moléculas orgánicas

podían inhibir específicamente isoforrnas de PDE con propiedades cinéticas diferentes.
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Estos descubrimientos estimularon la búsqueda de nuevos inhibidores más potentes y

selectivos. La aplicación de técnicas de biología molecular permitió grandes avances en

este tema y llevó a la identificación de un gran número de inhibidores específicos de las

distintas familias identificadas. Muchos de estos inhibidores son hoy utilizados para el

tratamiento del asma, la artritis, enfermedades autoinmunes, inflamación, e impotencia.

El éxito obtenido con el inhibidor de PDE sildefanil, conocido comúnmente como

Viagra, para el tratamiento de la impotencia muestra lo efectivo que estos inhibidores

pueden ser (Torphy, 1998; Torphy y Page, 1999; Soderling y Beavo, 2000; Huang y

col., 2001).

3.2- Clase II

Las PDEs de esta clase han sido descriptas en C. albicans, D. discoideum, S.

cerevisiae, Vibriofisheri y L. mexicana.

La PDE] de C. albicans es una fosfodiesterasa de especificidad dual, capaz de

hidrolizar tanto GMPc como AMPc. Esta enzima presenta una baja homología con las

PDEs de mamíferos además de tener una muy baja afinidad por sus sustratos (Km =

0.25 y 0.49 mM respectivamente; Hoyer y col., 1994).

En el caso de D. discoideum, la PDE perteneciente a esta clase es secretada al

medio extracelular en donde regula los niveles de AMPc y consecuentemente las

señales quimiotácticas en este organismo. Se ha identificado una glicoproteína

inhibidora de esta enzima, también secretada por la ameba. A bajas concentraciones de

AMPc el inhibidor se une a la PDE y aumenta su Km de 5 ¡JM a S mM (Lancombe y

col., 1986).

S. cerevisiae es un caso muy interesante ya que presenta sólo dos PDEs, una de

clase I (PDE I) y otra de clase II (PDE 2) (Nikawa y col, 1987; Sass y col., 1986).

La PDE de V.fisheri corresponde a una enzima localizada en el periplasma de
este organismo. Esta localización de la enzima le permite a la bacteria degradar AMPc
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externo y utilizarlo como una fiiente de carbono. (Dunlap y Callahan, 1993; Callahan y
col., 1995).

En L. mexicana sólo se ha sido descripto una actividad PDE. La Km obtenida

incluiría a dicha enzima dentro de esta clase (Rascón y col., 2000).

3.3- Clase III

Esta clase ha sido recientemente creada para incluir la fosfodiesterasa de AMPc

deA de E. coli y otras PDEs de procariotas identificadas por homología con dicho gen.

Esta clase de enzimas parece tener un mecanismo catalítico distinto al de las

fosfodiesterasas descriptas, que depende de la unión de iones Fe+3 y es similar al

mecanismo catalítico de la fosfatasa ácida púrpura (Richter, 2002).



4- Calcio

De todos los segundos mensajeros descriptos el Ca+2es probablemente el más

importante. En 1883 Sydney Ringer reportó que el Ca+2era necesan'o para mantener los

latidos del corazón de rana, demostrando por pn'mera la importancia biológica del ión.

Desde ese momento y hasta el día de hoy, numerosos descubrimientos han demostrado

que el calcio está involucrado en numerosos procesos como la fertilización de óvulo, el

desarrollo de los tejidos, la conducción del impulso nervioso, la contracción muscular,

el crecimiento en las plantas, el metabolismo, el aprendizaje, la memoria, etc.

Constantemente son identificadas nuevas funciones para este catión y cada vez resulta

más dificil encontrar algún proceso fisiológico en el cual el calcio no tenga un papel

fundamental.

Las señales de calcio generalmente son el resultado de la apertura de canales

específicos. Estos canales se encuentran localizados principalmente en la membrana

plasmática, en el retículo endoplasmático o en el retículo sarcoplasmático. La presencia

de distintos canales y la diferente regulación de cada uno de ellos les permite a las

células responder a diversos estímulos y producir una respuesta específica en cada tejido

o tipo celular.

Cuando estos canales son activados se produce la entrada de calcio en el

citoplasma. Como los mismos permanecen abiertos sólo un período muy corto de

tiempo, e introducen pequeños pulsos de calcio en el citoplasma, inicialmente se genera

una alta concentración del ión en una pequeña área cercana al canal. Esta alta

concentración local da lugar a lo que se llama señal primaria de Ca+2(Figura 8A). La

señal priman'a es de corta duración ya que el catión difiJnde del sitio de salida para dar

lugar a la denominada señal global de calcio (Figura 8A; Berridge y col., 1999;

Bootman y col., 2001; Bootman y Berridge, 1995; Berridge 1997).
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Figura 8. Señales de calcio. A, Señal local y global de calcio. B, Generación de ondas de calcio.
C, Generación de oscilaciones de calcio.

Las señales primarias tienen la ventaja de ser altamente localizadas (1-6 uM) y

permiten un control local de muchos procesos fisiológicos como la liberación de

vesículas sinápticas, la activación de canales iónicos y la generación de señales

nucleares de calcio. Como la concentración de Ca+2decae rápidamente con la distancia,

es necesario que el canal y sus efectores se encuentren muy cerca unos de otros. Esto

permite un efecto altamente específico del ión, el cual que se encuentra fiiertemente

influenciado por el tipo de canal o receptor responsable de la liberación del mismo.

Además de esto, las señales primarias tienen un efecto muy rápido y un bajo costo

energético, de forma contraria a lo que sucede con las señales globales (Berridge y col.,

1999; Bootman y col., 2001; Bootman y Berridge, 1995; Berridge 1997).

Una vez generadas, las señales primarias dan lugar a las señales globales, ya sea

como oscilaciones u ondas de Ca+2(Figura 8B y C). La amplitud y frecuencia de estas

oscilaciones son de gran importancia para la señal. Se ha demostrado que una frecuencia

óptima en las oscilaciones intracelulares de calcio es importante para la expresión de
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varios genes. Generalmente, las respuestas globales se generan a partir de la producción

coordinada de muchas señales primarias. Los mecanismos por los cuales se obtiene esta

señal son específicos de cada tipo celular y consecuencia de un balance entre la entrada

de Ca+2extracelular y las salida de Ca+2de los depósitos intracelulares (Berridge y col.,

1999; Bootman y col., 2001; Bootman y Berridge, 1995; Berridge 1997).

La información codificada en las señales de Ca+2es descifrada por un grupo de

proteínas que unen este segundo mensajero y convierten la señal en una gran variedad

de procesos biológicos. Algunas de estas proteínas, como la PKC, unen Ca+2y regulan

directamente distintos efectores en forma Ca+2dependiente. Otras proteínas que unen

Ca+2actúan como intermediarios entre esta señal y los cambios biológicos producidos.

Dentro de este último grupo se encuentra una familia de proteínas que se caracteriza por

presentar un dominio estructural de unión a Ca+2 conocido como EF-Hand (Lewit­

Bentley y Réty, 2000). Estas proteínas responden a Ca+2de dos maneras distintas; un

primer grupo incluye proteínas, como la parvalbumina y la calbindina, que no sufren

ningún cambio conformacional al unir el catión y fiJncionan principalmente como

tampones o transportadores de Ca”. El segundo grupo incluye proteínas que sufren un

cambio conformacional al unir al catión y actúan así como sensores de Caiz. Entre las

proteínas mas conocidas de este último grupo se encuentran la troponina C, involucrada

en la regulación de la contracción muscular, la proteína multifuncional calmodulina, las

proteínas de la familia SlOO y las proteínas miristoiladas como la recoverina (Chin y

Means, 2000).

De estas proteínas la calmodulina has sido probablemente la más intensamente

estudiada. Esta presenta cuatro dominios EF-Hana' de unión a Ca'2 y se expresa en

todas las células eucariotas en donde regula diversos procesos como el crecimiento, la

proliferación y el movimiento (Chin y Means, 2000).

Como fire previamente mencionado, a través de la calmodulina, calcineurina,

PKC, CAMKs y probablemente otras proteínas, el Ca'2 puede regular la actividad de las

enzimas de la vía de AMPc y también sus efectores. De la misma manera, el AMPc

puede regular los componentes de la vía de señalización del Calz, ya sea directamente o

a través de la PKA. Muchos procesos celulares son regulados conjuntamente por ambos
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segundos mensajeros estando claramente establecido que existe una importante

interacción entre ambas vías de señalización.
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5- C 4 4 " :.'... de las señales de Ca+2y AMPc

El mecanismo de acción del AMPc y el Ca+2podría describirse simplemente de

la siguiente manera: un estímulo extracelular produce un aumento intracelular de los

niveles de los segundos mensajeros los cuales se unen a sus moléculas efectoras,

modifican su actividad y producen finalmente una respuesta biológica específica. Este

proceso, aparentemente sencillo, enmascara complejos mecanismos que permiten que

las mismas moléculas regulen un gran número de procesos fisiológicos distintos y

muchas veces antagónicos. La gran versatilidad que se puede obtener a partir de estas

moléculas es posible debido a la existencia de distintas cinéticas y amplitudes de las

señales así como también la existencia de distintos patrones espacio-temporales.

A lo largo de los años se ha demostrado que el citoplasma no es un único

compartimiento en donde las moléculas pueden moverse libremente sino que esta lleno

de organelas y estructuras altamente localizadas. Se sabe que muchas de estas organelas,

así como también muchas estructuras celulares, se encuentran en un equilibn'o

dinámico, con un continuo intercambio de sus componentes y no como estructuras

rígidas. Durante los últimos años se ha demostrado que los segundos mensajeros pueden

actuar localizadamente o a través de gradientes, los cuales dependen del sitio de

producción, del equilibrio "-n/deg- J °' y de las constantes de difusión de

los mismos en el citoplasma (Zaccolo y col, 2002; Schwartz, 2001; Houslay y Milligan,

1997)

Es indiscutible que el Ca+2actúa a través de gradientes locales. La presencia de

estos gradientes locales puede obtenerse y regularse gracias a la entrada de Ca+2por

diferentes canales iónicos, a la captura o salida del mismo a través bombas e

intercambiadores de Ca+2 y a la lenta difusión del mismo dentro del citoplasma

producida por la presencia de altas concentraciones de sitios de unión a Ca+2

prácticamente inmóviles (Zaccolo y col, 2002; Berridge y col., 1999; Bootman y col.,

2001; Ben‘idge, 1997).

El AMPc, en cambio, es generado casi exclusivamente en la membrana

plasmática, degradado en gran parte en el citoplasma, y tiene una velocidad de difusión
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entre 10 y 50 veces mayor a la del calcio A pesar de esto, muchas evidencias apuntan a

una acción del mismo en forma localizada. Utilizando quimeras de las subunidades de la

PKA con la proteína fluorescente GFP se ha demostrado la existencia localizada de

señales de AMPc tras la estimulación con un agonista B-adrenérgico flïigura 9; Zaccolo

y Pozzan, 2002). Estas señales localizadas parecen ser necesarias para limitar la

activación de determinadas poblaciones de PKA. La acción del AMPc en ciertas

regiones de la célula puede ser utilizada para evitar la generación de otras señales no

deseadas. En el caso de los miocardiocitos, este tipo de señales permitiría regular la

contracción muscular sin tener otros efectos secundarios de la señalización de AMPc,

como variaciones en la expresión de genes (Zaccolo, 2002; Schwartz, 2001).

RII-CGP C-YGP Superposición

Figura 9. Señales de AMPc locales. A y B, Señal de AMPc localizada en miocardiocitos
cotransfectados con la subunidad RII de la PKA fusionada a la proteína fluorescente CFP (RII­
CFP) y la subunidad C de la PKA firsionada a la proteína fluorescente YFP (C-YGP), y
estimulados con el agonista adrenérgico norepinefn'na. C, Muestra la superposición de ambas
señalesfluorescentes. (Zaccolo y Pozzan, 2002).

Se ha demostrado que algunas moléculas de PKA se encuentran asociadas a

compartimientos subcelulares específicos como el núcleo, la mitocondria el reticulo

endoplasmático, la membrana plasmática, el citoesqueleto y el centrosoma. El anclaje

de la PKA a estas organelas esta mediado por proteínas denominadas AKAPs (Figura

lO; Colledge y Scott, 1999; Feliciello y col., 2001; Griffioen y Thevelein, 2002). Estas

proteínas permiten una especificidad de la señal de Alvfl’c manteniendo la quinasa
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próxima a sus efectores o blancos. Las AKAPS también permiten el anclaje directo de la

PKA a canales iónicos sustratos de esta enzima como el CFTK el receptor de NMDA,

de AMPA y a ciertos canales de Ca+2 (Figura 10). Probablemente el resultado más

interesante con respecto estas proteínas ha sido el descubrimiento de que una isoforma

de la familia PDE4 inmunoprecipita junto con la subunidad RII de la PKA y con dos

proteínas AKAPS. Esto sugiere la existencia de PDE y PKA juntas en un complejo

formado por las proteínas de anclaje (Mehats y col., 2002; Schwartz, 2001).

Membrana Plasmática Retículo
Sarcoplasmático

Canal de Receptor de Receptor de
Ca“ AMPA NMDA CI-TR

Golgi-Centrosoma Mitocondria

Figura 10. Anclaje de PKA a través de AKAPS a distintas organelas subcelulares. AKAP,
proteína de anclaje de PKA, PPI, fosfatasa de proteínas tipo l, AMPA, NMDA, CFTK RyR2,
receptor de rianodina, PPZa, fosfatasa de proteínas tipo 2A.
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Ca’2I Calmodulina

Figura 11. Complejos de señalización formados en
las AKAPs. PPasa, fosfatasa, DAG, diacilglicerol,
PDE, fosfodiesterasa.

De esta manera, la señal localizada puede lograrse gracias a la acción conjunta

de AKAPs, PKA, PDE y probablemente otras moléculas todavía no identificadas. Las

AKAPs permiten la formación de complejos moleculares de señalización en los cuales

pueden coexistir los receptores generadores de la señal, las PKAs efectoras, las PDE y

otras moléculas reguladoras como PKC y calcineurina (Figura 11; Mehats y col, 2002;

Colledge y Scott, 1999; Feliciello y col., 2001; Gn'fiioen y Thevelein, 2002). Así, estas

proteínas de anclaje son responsables de la formación de complejos que aseguran una

señal localizada y altamente controlada debido a la presencia de moléculas efectoras y

reguladoras que permiten terminar rápidamente la señal generada.

Para obtener una señal localizada es también necesario controlar la difiisión del

segundo mensajero de manera de evitar la producción de señales en regiones no

deseadas de la célula. Se ha descripto que las PDEs tienen un papel fundamental en la

regulación de la difilsión, así como también en la generación de gradientes de AMPc. El

agregado de inhibidores de PDE a miocardiocitos estimulados con agonistas

adrenérgicos evita la formación de las estrías de AMPc y consecuentemente la señal

localizada (Figura 9B; Zaccolo y col., 2002). La diferente localización subcelular de las

distintas isofonnas de PDEs hace más evidente el hecho de que estas enzimas cumplen
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un papel crucial en el control de este proceso. Apoyando esta hipotesis se ha reportado

que PDEs de la familia 4 de mamíferos translocan a la membrana plasmática tras la

estimulación de un receptor adrenérgico por su ligando. Esta traslocación produce un

aumento de la actividad hidrolítica de AMPc cerca del sitio de sintesis del mismo (Perry

y col., 2002). Así, la degradación localizada de AMPc parece ser uno de los

mecanismos principales de regulación de la difusión del segundo mensajero (Zaccolo,

2002; Schwartz, 2001; Houslay y Milligan, 1997).



6.1- Tripanosomátidos

Los tripanosomátidos son una gran familia de parásitos flagelados pertenecientes

al orden kinetoplástido. Estos organismos suelen ser llamados parásitos digenéticos para

describir su alternancia entre dos organismos, más comúnmente un insecto y un

mamífero. Sin embargo, además de mamíferos los tripanosomátidos son capaces de

infectar un gran número de otros organismos como plantas, peces, anfibios y pájaros.

Los tripanosomas representan uno de los primeros linajes de células eucariotas

con mitocondria, teniendo una antigüedad de entre 300-500 millones años.

Probablemente como resultado de esta tan antigua divergencia es que presentan varias

estructuras y características biológicas únicas lo cual los hace un modelo de estudio

muy interesante. Estas células presentan muchos de los componentes comunes de una

célula como el núcleo, el retículo endoplasmático, el aparato de golgi y el citoesqueleto,

pero entre otras estructuras distintas, presentan una única mitocondria y una estructura

en la base del flagelo que se conoce con el nombre de kinetoplasto. Inicialmente se

creyó que el kinetoplasto era de alguna manera el motor de la célula, de ahí el termino

kineto en el nombre del orden. Sin embargo, hoy se sabe que esta organela no es otra

cosa que el genoma de la mitocondria, el cual se encuentra formado por cientos de

minicírculos y maxicirculos de ADN concatenados. El flagelo de estos parásitos

presenta una estructura de un axonema tipico, pero además presenta una estructura

filamentosa única denominada paraflagellar rod que se extiende en forma paralela al

axonema a lo largo del flagelo. Además de esto, las enzimas glicolíticas en

tn'panosomas no se encuentran libres en el citoplasma como es común en células

eucariotas, sino que se encuentran dentro de organelas membranosas denominadas

glicosomas (Simpson, 1998). Como ejemplo, la figura 12 muestra la estructura de una

célula de uno de los miembros de esta familia de tripanosomátidos, el parásito

Trypanosoma cruzi .

Es importante mencionar también que en estos organismos la regulación de la

expresión esta controlada principalmente a nivel de la estabilidad de los ARN
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mensajeros y no a nivel de la regulación de la trascripción. Las evidencias acumuladas

muestran una trascripción policistrónica, la ausencia de regiones promotoras y factores

de trascripción, y la presencia de un mecanismo de trans-splicing por el cual una

secuencia conservada de 39 nucleótidos es agregada al extremo 5' de todos los ARN

mensajeros. Finalmente, estos parásitos un mecanismo de edición del ARN en la

mitocondria por el cual más de la mitad de los genes codificados en los maxicirculos

son modificados después de su trascripción por el agregado o remoción de residuos

uridina en sitios específicos. Este proceso es guiado por pequeños ARNs codificados en

los minicirculos de dicha organela (Simpson, 1998).

Figura 12. Morfología del parásito T. cruzí estadío tripomastigote. A, Microscopía
electrónica de barrido, B, Estructura subcelular. Sc, cubierta de superficie, az, zona de union del
flagelo (attachmnent zone), tv, vesículas tubulares, fl, flagelo, go, golgi, er, retículo
endoplasmático, mt, microtúbulos, fp, bolsillo flagelar (flagellar pocket), k, kinetoplasto, cv,
vesículas recubiertas, l, lisosomas, n, núcleo, m mitocondria, gl, glicosomas.

Además de ser sumamente interesante para el estudio de novedosos procesos, un

pequeño grupo de estos tn'panosomátidos son patógenos de humanos. Dentro de este

grupo se encuentran el T{manosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, el

Trypanosoma brucei, causante de la enfermedad del sueño y los organismos

relacionados Leishmania, responsables de la Leishmaniasis.

6.2- Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fiJe descripta por primera vez en 1909 por Carlos

Chagas. El Dr. Chagas se encontraba en Brazil trabajando en una campaña antimalaria

41



Introducción

cuando describió por primera vez la presencia del parásito Trypanosoma cruzi en el

intestino de un insecto triatomino. Poco tiempo después encontró la presencia de este

parásito en un gato y quedo cautivado por la idea de que este organismo podría ser

transmitido a humanos. Fue entonces cuando escucho que una niña de dos años de edad

se encontraba enferma y con fiebre. El Dr. Chagas examino la niña, encontrando que

presentaba los ganglios linfáticos inflamados así como también el bazo y el hígado

agrandados. Por medio de microscopía óptica determinó que gran parte de las células

observadas presentaban parásitos con una morfología idéntica a la que había observado

para Trypanosoma cruzi. La figura 13 muestra los parásitos dibujados en el trabajo

original publicado por Carlos Chagas sobre TWanasoma cruzi (Chagas, 1909).

¡ah Gmww‘ H muy tam ÜP‘P'N’Ü tin-4: ‘
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Figura 13. Morfología de los distintos estadios del parásito T.
cruzi reportados en el trabajo original de Carlos Chagas.
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La enfermedad de Chagas es la mayor endemia en América del sur y central,

extendiéndose desde México hasta el sur de Argentina (Figura 14) y existiendo sólo en

este continente. Según la organización mundial de la salud entre 18 y 20 millones de

personas se encuentran infectadas con T. cruzi y entre 100 y 120 millones se encuentran

en riesgo de infección, lo que representa un 25% de la población de América Latina

(Organizacion Mundial de la Salud, OMS, 1996).

womrn. May1998

Figura 14. Distribución geográfica de la enfermedad de Chagas (OMS, 1996). Las zonas
endémicas se encuentran coloreadas en rojo.

La enfermedad de Chagas se transmite a través de un insecto hematófago. Existe

un amplio espectro de insectos vectores responsables de la transmisión de esta

enfermedad siendo el Triatoma infestans o “Vinchuca” el más importante en la

Republica Argentina (Figura 15).
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Esta enfermedad se caracteriza por dos estadios principales: una fase aguda, que

aparece rápidamente tras la infección, y una fase crónica, que puede durar varios años y

afecta en forma irreversible distintos órganos internos.

Fase aguda: Esta fase generalmente sólo se observa en niños menores a 10 años y se

caracteriza por fiebre, inflamación de ganglios linfáticos, agrandamiento de bazo e

higado y a veces por la presencia de un nódulo subcutáneo en el sitio de infección

denominado chagoma. Si la infección se produce a través del ojo es posible observar un

edema y conjuntivitis conocido como el sindrome de Romaña. Sin embargo,

generalmente esta fase es asintomática.

Fase crónica: Después de un período indeterminado en el cual los parásitos colonizan

distintos órganos, entre un 10-30% de los individuos infectados pasan a la fase crónica

de la enfermedad. Esta etapa se caracteriza por presentar muy bajos niveles de parásitos

en sangre y por alteraciones en diversos órganos. Se puede producir un agrandamiento

del corazón de hasta 3 veces el tamaño normal y observar la aparición de arritmias u

otras alteraciones cardíacas (27% de los casos), siendo estas fallas la principal causa de

muerte por esta enfermedad. En algunos pacientes se observa un agrandamiento del

esófago y el colon (6%), produciéndose lo que se conoce como megaenfermedad. En

este caso aparecen severos trastornos en la digestión. También es posible observar en

pacientes chagásicos alteraciones en el sistema nervioso central (3%).

La enfermedad de Chagas es una enfermedad socio-económica típica, asociada a

la pobreza y a la existencia de casas pn'mitivas con pisos de tierra, paredes de adobe y

techos de paja, las cuales son un lugar ideal para la proliferación del vector que la

transmite (Figura 15B). Desde el lanzamiento de la iniciativa del “CONO SUR” en

1991 por la OMS, destinada a interrumpir la transmisión de esta enfermedad en países

de América latina, se produjo una disminución de un 75% de la incidencia de casos en

humanos en Argentina, Brazil, Chile, Uruguay y Paraguay. Desde 1997 y 1999,

Uruguay y Chile han sido certificados países libres de transmisión. Lo mismo sucedió

en el año 2000 con 10 de las 12 provincias endémicas de Brazil y 12 de las 19 regiones

endémicas de Argentina.
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A pesar de que el control de la transmisión a través de la eliminación del vector

ha demostrado ser altamente eficiente, todavía no existen vacunas para la prevención de

esta enfermedad ni drogas claramente efectivas para el tratamiento de los enfermos

crónicos.

Triatoma infestans

Figura 15. A, Triatoma infestans o vinchuca. Principal vector de transmisión en Argenitna. B,
Rancho, vivienda precaria en donde se favorece la proliferación del vector de transmisión.

6.3- Ciclo de vida de 11cruzi

El parásito Tnpanosoma cruzi presenta un complejo ciclo de vida que involucra

distintos estadios, alternando entre formas no replicativas e infectivas y formas

replicativas no infectivas (Figura 16). Durante este proceso se producen complejos

cambios en la bioquímica y en la morfología de este organismo.

Describiéndolo de forma simple, el ciclo de vida comienza cuando el vector

hematófago infectado con T. cruzi se alimenta de sangre de un vertebrado. Mientras

ingiere sangre el insecto defeca y libera con las heces formas infectivas del parásito

denominadas tripomastigotes. Los tripomastigotes son células flageladas, no

replicativas e infectivas. La picadura del insecto es indolora pero la saliva produce una

respuesta alérgica que hace que el vertebrado se rasque y facilite la entrada de los

tripomastigotes. Una vez en la sangre, los tripomastigotes pueden infectar todo tipo de

células, pero principalmente infectan células musculares y macrófagos. Dentro de las

45



Introducción

células, los tripomastigotes se diferencian a una forma no flagelada, replicativa y no

infectiva, denominada amastigote. Los amastigotes intracelulares se dividen por fisión

binaria para posteriormente rediferenciarse a la forma infectiva tripomastigote. Los

nuevos tripomastigotes son liberados al romperse la célula infectada y entran

nuevamente al torrente sanguíneo, dónde pueden infectar nuevas células y propagar la

infección. Cuando un nuevo vector toma sangre del individuo infectado toma también

tripomastigotes circulantes. Estos parásitos se mueven dentro del intestino del vector en

donde se diferencian a una nueva forma, el epimastigote. Esta es otra forma extracelular

flagelada capaz de dividirse pero no de infectar. Los epimastigotes se unen al intestino

del vector en donde se multiplican aumentando el número de parásitos en el insecto.

Finalmente, los epimastigotes se mueven al recto del insecto dónde se diferencian

nuevamente a la forma infectiva y cierran el ciclo (Figura 16; De Souza, 2002).

Estadios en el insecto Estadios en el humano

El insecto hematúfago ingiere sangre
y liberatripomastigotes con sus
heces. los cuales enhan a través de la Los tripomastigotes pueden
herida producida o de las mucosas infectar varios tipos celulares

dentro de los cuales se
diferenchn en arnasfigotes

7mm

“¡NSUv
e Dem delascelulas

Div'sión en el intestino se dividen por fisiún binaria

Los tripomastigotes
liberados pueden ahora
reinfedar nuevas células
propagando asi la
nfecciónElvecbr ingiere

e Estañoepimastigoleen e ¡um conlasangreel intestino

V amasfigotessedilbreneian
a tripomsügotes los cuales
escapanalbmnt sanguíneo
al romperse la célula

Figura 16. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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En los últimos años se ha reportado la existencia de nuevas formas del parásito

tanto dentro del vector como en el hospedador vertebrado. Algunas de estas formas

intermedias parecen estar más adaptadas para la infección de células del insecto o del

mamífero, denotando la alta complejidad del ciclo de vida de estos organismos (Tyler y

Engman, 2001).

6.4- Transducción de señales en T. cruzi

Como se puede observar en su ciclo de vida, T. cruzi esta expuesto a ambientes

muy diferentes, ya sea dentro del insecto vector o dentro del huésped mamífero. Para

sobrevivir, este parásito debe necesariamente ser capaz de sensar estos ambientes y

producir los cambios morfológicos y bioquímicos necesarios para adaptarse. Estos

cambios son esenciales para que la transferencia del parásito entre el vector y el

hospedador sea exitosa.

En tripanosomátidos se han identificado muchos de los componentes de las vías

de señalización descriptas en eucariotas superiores. A pesar de que un gran número de

estos componentes se encuentran conservados, existen otros que todavía no han sido

identificados y que probablemente no estén presentes en estos organismos.

La Tabla III resume algunas de las vías de transducción de señales de las cuales

algún componente ha sido descripto y sus posibles firnciones. Entre ellas se encuentran

reguladores y efectores de la vía de señalización del AMPc, Ca”, inositol fosfatos y

fosfatidil-inositol fosfatos, oxido nítrico sintetasa, quinasas de proteínas, fosfatasas de

proteínas, proteínas fosforilables, enzimas involucradas en la respuesta al estrés y

también proteínas de respuesta al choque térmico.

La carencia de herramientas necesarias para conectar los distintos componentes

descriptos ha hecho que el estudio de la señalización en estos parásitos se centre en la

caracterización de moléculas y actividades bioquímicas específicas más que en la

integración de las distintas vías de señalización.
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Referencias

Reguladores y electores de

AMPc

Reguladores y electores de

Ca+2

lPe PlP

Dominios PH

Quinasas y reguladores del

ciclo celular

Quinasas estadio

especificas

Fosfoproteinas

Fosfatasas de proteínas

Óxido Nítrico y GMPc

Proteinas de respuesta al

golpe térmico

Componentes dela vía de

MAPK

Rangel-Aldaoy coL, 1987; 1988; Roliny col., 1990, Rossy col, 1991;

Ouassi y col., ¡992; DeCastro y col., 1993; Flawiá y col., 1997;

Fraidmraich y col., l993; Rolin y col., l993', Sanchez y col., 1995;

Garcia y col., l995',Boshart y Mottram 1997; Vasella y col., 1997;

Naula y Seebeck 2000; Seebcecky col., 200]

Gbmle 1990; Orr y col., l992', Kaur y Ruben, 1994; Stode y Clarke,

1996; Ajioka y Swindle, 1996; Flawiá y col., 1997; Xiong and Ruben,

1998; Eintracht y col., l998', Ridgleyl y col., 1999, Docampo y

Moreno, 1999; Eintrach y col., 1998; Godsel y col., 1999; Tan y

Andrews 2002, Santanda y col. 2002

Docampo y Pignataro, 1991; Maeno y col., l992', Stephens y col.,

1993; Oliveira y col., 1993; Gam'do y col., l996; Bn'ngaud y col.,

1998; Malaquias y Oliveira, 1999; Ridgley y Ruben, 2001; Marchaim'

y col., 2002; Santander y col. 2002

Gale y col., 1997

Boshart y Mottrarn, l997', Gomez y col., 1998 y 2001; Van Hellemond

y col. 2000, Hassan y col., 2001; Santoriy col., 2002; Park y col.,

2002; Li y Wang, 2003

Parsmsy coL, ¡993; Boshan y Mottram, l997; Granty col., 1998;

Spadafora y col., 2002; Garcia-Salcedo y col., 2002

Saar y col., 1998; Aboagye-Kwarteg y col., |99|; Dell y Engel, 1994;

Parsons y col., 1994

Evers y Cornelism, 1990; Ermdu y Donelson, 199]; Burns y col.,

1993; Bakalara y col., 1995; Chaudhuri, 2001; Cedro Fernandes y col.,

2003

Paveto y col., 1995; Pereira y col., 1997

Engman y col., 1989; Zilberstein y Shapira, 1994; Perez-Alvarez y

col., 2001; Graefe y col., 2002

Li y col., 1996; Hua y Wang, 1997; Mulla y col., 2002

Tabla lll. Componentes y vías de transducción de señales descriptas en tripanosomátidos.
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A diferencia de lo que ocurre en células de mamíferos, los trípanosomas no

muestran cambios rápidos en la morfología, el metabolismo, los procesos de exocitosis

o la trascripción. Asimismo, muy poco se conoce sobre los ligandos y las moléculas

involucradas en la percepción de señales extracelulares, y las respuestas biológicas

producidas por las mismas. Es interesante suponer que moléculas presentes en el

hospedador mamífero o en el insecto puedan ser capaces de modular la proliferación o

diferenciación de estos organismos.

Apoyando esta hipótesis, se ha observado que el INF-y tiene un efecto en el

crecimiento de T. brucei (Hua, 1997), que el factor de crecimiento epidérrnico (EGF)

induce la proliferación de amastigotes y la activacion de vias de señalización (Ghansah,

2002), que los agonistas del receptor de glutamato afectan la movilidad de T. cruzi

modulano la actividad de una oxido nítn'co sintetasa (Paveto y col., 1995; Pereira y col,

1997), y que el péptido GDF (Globin Den'vated Factor; Fraidenraich y col, 1993), y los

péptidos derivados de fibronectina, inducen la diferenciación de T. cruzi a través de la

estimulación de la actividad adenilil ciclasa en este organismo (ver sección 6.3.1). Sin

embargo, excepto por un receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL; Green y

col., 2003), un receptor de transferrina (Steverding, 2000; Isobe y col., 2003) y una

proteina homóloga al receptor de EGF (Hide, 1989), ningún receptor de respuesta a

señales extracelulares ha sido identificado en tripanosomátidos. Tampoco han sido

reportadas proteínas con dominios SH2 o SH3, proteínas RAS o factores de

trascripción.

Por otro lado, existen proteínas que han sido caracterizadas bioquímicamente

pero cuyos genes aún no han sido identificados. Entre ellas, probablemente las más

interesantes son las proteínas G heterotn'mérícas, moléculas centrales en la transducción

de señales de eucariotas superiores. Estas han sido identificadas en trípanosomas ya sea

por la capacidad de unir GTP, por un peso molecular esperado revelado en Western

blots con anticuerpos específicos, por la capacidad de ADP n'bosilarse, o por ensayos de

fusión de membranas, en los cuales proteínas de las membranas de T. cruzi son capaces

de inhibir la adenilil ciclasa de mamíferos de una manera glucagon dependiente (Coso y

col., 1992; Eisenchlos y col, 1986; Cassel y col, 1991; Oz y col, 1994; Coulter ycol.,

1995). Sin embargo, hasta el presente los genes que codifican para las mismas no han

sido clonados.
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Además de los componentes enumerados en la tabla III existen un gran número

de secuencias relevantes a la transducción de señales que han sido identificadas através

del proyecto genoma pero que aún no han sido integradas en las vías de señalización de

estos parásitos y por ello no han sido incluidas en la tabla III.

Es interesante mencionar que el estudio de la transducción de señales en

tripanosomátidos se ha focalizado principalmente en el estudio de los procesos de

diferenciación, crecimiento e infección. Debido a su participación en estos procesos, las

vías de señalización mediadas por AMPc y Ca+2 han sido las más ampliamente

estudiadas.

6.4.1- AMPc en T. cruzi

En Trypanosoma cruzi se ha demostrado que el AMPc produce una inhibición

de la proliferación celular. Altas concentraciones de AMPc obtenidas por tratamientos

con 8-Br-AMPc producen un arresto del crecimiento e inhiben la síntesis de ADN,

ARN y proteínas (Santos y col., 1988). De forma contraria, el suero fetal bovino, que

actúa como un agente mitogénico para este parásito, produce una disminución de los

niveles intracelulares de este segundo mensajero (Oliveira y col., 1993).

Además de su papel en el crecimiento celular, el AMPc también está

involucrado en el proceso de diferenciación en T. cruzi. Previo a la diferenciación de la

forma epimastigote a la forma tripomastigote se produce un aumento en los niveles de

AMPc (Rangel-Aldao y col., 1988). Aún más, análogos penneables de AMPc e

inhibidores de fosfodiesterasas son capaces de disparar el proceso de diferenciación

(Rangel-Aldao y col., 1988; Gonzales-Perdomo y col, 1988)

En nuestro laboratorio se purificó, a partir de intestino de vinchuca, un péptido

capaz de estimular la actividad adenilil ciclasa en membranas de T. cruzi e inducir la

diferenciación de la forma epimastigote a la tripomastigote. Se determinó que este

péptido es producido el tracto digestivo del vector por proteólisis de la aD-globina de
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pollo y se lo denominó GDF (Fraidenraich y col., 1993; Garcia y col., 1995). En forma

análoga, se demostró que péptidos derivados de la proteólisis de fibronectina aumentan

los niveles de AMPc en tripomastigotes. En este caso, cuando los tn'pomastigotes se

unen a la fibronectina se produce el clivaje de la misma a través de una proteasa del

parásito y los fragmentos liberados aceleran el proceso de diferenciación a la forma

amastigote intracelular (Ouaissi y col., 1992).

Por otro lado, en T. cruzi se ha reportado que la expresión del gen TC26 está

íntimamente relacionada con el proceso de diferenciación. Interesantemente, este es el

único gen descn'pto en tripanosomátidos cuya expresión es inducida por AMPc (Heath y

col, 1990).

Algo similar se observa en el organismo relacionado T. brucei en el cual previo a

la diferenciación de la forma sanguínea a la procíclica, se observan dos picos de AMPc

(Rolin y col., 1993). La diferenciación de la fonna sanguínea de este parásito a la forma

stumpy también parece involucrar la acción de este segundo mensajero. Cuando los

cultivos de la forma sanguínea llegan a una alta densidad poblacional liberan un factor

de bajo peso molecular, denominado factor SIF (Stumpy Induction Factor), el cual

estimula la diferenciación a la forma stumpy. Se ha demostrado que análogos de AMPc

producen el mismo efecto sugiriendo que este factor actuan'a a trave's de esta vía de

señalización (Vassella y col., 1997).

Finalmente el AMPc se encuentra presente en la orina y los fluidos secretados en

el tracto digestivo del insecto vector, por lo que no sería sorprendente que el mismo

tuviese un papel fundamental en la diferenciación de tripanosomátidos en condiciones

naturales (Kollien y col., 2000).

6.4.1.1- Adenilil ciclasas en T. cruzi

Todas las adenilil ciclasas descriptas en tripanosomátidos presentan

características estructurales y propiedades bioquímicas completamente distintas a las

descriptas en mamíferos. Estas enzimas no presentan homología de secuencia con
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dichas enzimas excepto por aquellos aminoácidos esenciales para la actividad catalítica

(Naula y Seebeck, 2000; Seebeck y col., 2001). Además, la estructura de estas enzimas

es completamente diferente. Como fije mencionado previamente, las adenilil ciclasas de

membrana de mamíferos presentan una estructura que consiste en un pequeño dominio

amino-terminal intracelular, dos dominios de seis pasos transmembrana (Ml y M2) y

dos dominios catalíticos intracelulares (C1 y C2). En forma diferente, las adenilil

ciclasas de tripanosomátidos presentan un largo y variable dominio amino terminal

extracelular, un único dominio transmembrana y un único dominio intracelular

catalítico altamente conservado (Figura 17; Naula y Seebeck, 2000; Seebeck, 2001).

Esta estructura es similar a la de los receptores de membrana con actividad guanilil

ciclasa (Potter y Hunter, 2001).

COOH

Figura 17. Estructura de las adenilil ciclasas de
tripanosomátidos. TM, dominio transmembrana, SC, sitio
catalítico.

En estos organismos las adenilil ciclasas están codificadas por grandes familias

de genes (Taylor y col, 1999; Sanchez y col., 1995; Alexandre y col., 1996). En T.

cruzi por lo menos nueve genes han sido reportados, en L. donovani cinco y en T. brucei

por lo menos diecisiete. Se espera que en el genoma de T. brucei existan alrededor de

cien genes que codifiquen para estas enzimas.
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Con respecto a sus caracteristicas bioquímicas, se ha demostrado que la

actividad de las adenilil ciclasas de tripanosomátidos es dependiente de Mn+2 e

insensible a agentes reguladores de las enzimas de mamíferos como la forskolina y

reguladores de proteínas G (Ang', GTPy-S, toxina de cólera y toxina pertussis). Esto

indicaría que la actividad de estas proteínas no estan’a regulada por una proteína G

convencional, lo cual las diferencia aún más de las enzimas de mamíferos (Eisenchlos y

col., 1986; Martin y col., 1978; Paindavoine y col., 1992).

Muy poco se conoce de los mecanismos reguladores de las adenilil ciclasas de

tn'panosomátidos. La activación por Cal2 de la adenilil ciclasa ESAG4 de T. brucei es

hasta el momento el único mecanismo regulador descripto. Sorprendentemente, el gen

ESAG4 solo se expresa en uno de los estadío del ciclo de vida de T. brucei y la enzima

se localiza específicamente en el flagelo del mismo (Paindavoine y col., 1992).

El gran número de genes identificados para estas enzimas, la estructura similar a

receptores guanilil ciclasa, el hecho de que el dominio amino-tenninal sea altamente

variable y su aparente independencia de proteínas G, ha permitido hipotetizar que estas

proteínas podrían actuar como receptores con actividad adenilil ciclasa

6.4.1.2- Fosfodiesterasas de AMPc en T. cruzi

La actividad fosfodiesterasa especifica de AMPc ha sido descripta en T. cruzi

(Tellez-Iñon y col., 1985; Goncalves y col., 1980), T brucei (Walter y Opperdoes,

1982), Trypanosoma Gambiense (Walter, 1974) y L. mexicana (al-Chalabi y col, 1997;

Rascon y col., 2000). A pesar de esto, los genes que codifican para estas enzimas sólo

han sido clonados y caracterizados en T. brucei.

En T. cruzi Tellez-lñon y colaboradores han reportado la presencia de una

actividad fosfodiesterasa de AMPc en extractos solubles de epimastigotes de T. cruzi

(Tellez-Iñon y col., 1985). Esta actividad presenta dos afinidades distintas por AMPc, es

activada por complejo Ca+2-calmodulina y bloqueada por los antagonistas de CAM

clorpromazina, flufenazina y el compuesto 40/80. Por otra parte, Goncalves y
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colaboradores reportaron la presencia de una actividad fosfodiesterasa de AMPc

independiente de Ca+2(Goncalves y col., 1980). La presencia de dos Kms distintas en

extractos solubles de epimastigotes y las diferentes respuestas observadas frente al Ca+2

podría indicar la presencia de más de una enzima en dichos extractos.

En el caso de L. mexicana, la actividad de PDE reportada es esencialmente

soluble aunque un 5% se encuentra asociada a la fracción particulada. Esta enzima

presenta una muy baja afinidad por el sustrato AMPc y corresponde a una PDE de clase

II. La elución de columnas de filtración por gel muestra que dicha PDE forma parte de

un complejo de alto peso molecular ya sea por oligomerización de la proteína, similar a

lo reportado para T. gambiense, o por la interacción con factores regulatorios aún

desconocidos (Rascon y col., 2000; Walter y col., 1974).

En los últimos dos años, varios genes que codifican para fosfodiesterasas de

AMPc han sido identificados en 71 brucei (Figura 18; Seebeck y col, 2001). Estos

pueden separarse en dos grupos: la fosfodiesterasa l (TbPDEl) (Gong y col., 2001) y la

familia de fosfodiesterasas 2 (TbPDEZA-E; Zoraghi y col., 2001; Rascon y col., 2002;

Zoraghi y Seebeck, 2002).

TbPDEl fue identificado a partir de un rastreo en mutantes de levaduras S.

cerevisiae carentes de PDE. Este es un gen de copia única que se expresa en muy bajos

niveles en todos los estadios de T. brucei. A pesar de que TbPDEl no presenta

homología significativa con ninguna de las ll familias de PDEs descriptas en

mamíferos, pertenece a las PDEs de clase I. Estudios con parásitos transgénicos carentes

del gen TbPDEl han demostrado que, incluso cuando los niveles de AMPc se

encuentran aumentados, este segundo mensajero no es esencial para la proliferación de

T. brucei en cultivo ni para a infección del insecto vector (Gong y col., 2001).

La familia TbPDE2 de T. brucei fire identificada a partir de las secuencias del

proyecto genoma de este parásito (Figura 18; Seebeck y col., 2001; Zoraghi y col,

2001; Rascon y col., 2002; Zoraghi y Seebeck, 2002). Todos genes así ideentificados

(almenos cinco), presentan un dominio catalítico altamente conservado pero difieren en

sus regiones amino terminales. Excepto TbPDE2D y E, todas las enzimas de esta

familia presentan uno o dos dominios GAF de unión a GMPc (Figura 18). Sin embargo,
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este segundo mensajero parece no ejercer ningún efecto sobre la actividad de estas

enzimas. Todos los miembros de esta familia pertenecen las PDEs de clase I y son

altamente específicas para AMPc.

TbPDE1

c > TbPDE2

Figura 18. Fosfodiesterasas de AMPc de T. brucei. GAF, dominios de unión a
GMPc, PDE, dominio catalítico

Los estudios con TbPDEZA, B y C han demostrado que estas enzimas son

insensibles a ciertos inhibidores de fosfodiesterasas no selectivos como la isobutil­

metil-xantina (IBMX) y la papaverina. Sin embargo, son sensibles a ciertos inhibidores

familia específicos como son el Sildefanil, el Dypiridamole, el Etazolato y el Trequisin

(Zoraghi y col, 2001; Rascon y col., 2002; Zoraghi y Seebeck, 2002)‘ Estos inhibidores

aumentan los niveles de AMPc in vivo y son capaces de bloquear la proliferación de

formas sanguíneas de T. brucei en cultivo. Más aún, la eliminación del ARN mensajero

para esta familia utilizando la técnica de ARN de interferencia (RNAi) es letal para este

organismo (Zoraghi y Seebeck, 2002). Esos resultados demuestran que las enzimas de

esta familia son necesarias para la proliferación de T. brucei.
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6.4.1.3- Efectores de AMPc en T. cruzi

La PKA ha sido el único efector del AMPc identificado en Trypanosoma cruzi.

Inicialmente se sugirió que este parásito no presentaba actividad PKA pero presentaba

una proteína que unía AMPc diferente de las subunidades regulatorias convencionales

de la PKA. Esta proteína parecía tener una estructura monomérica y un peso molecular

superior al de las subunidades regulatorias descriptas (Rancel-Aldao y col., 1983). Sin

embargo, estudios posteriores revelaron que este organismo si presenta una actividad de

PKA (Ulloa, 1988), así como también las subunidades C y R las cuales se encuentran

inmunologicamente relacionadas con las de organismos superiores (Ulloa y col., 1988;

Ochatt y ool., 1993). Recientemente, se ha identificado el gen que codifica para una

subunidad C en T. cruzi. Este gen se expresa diferencialmente en los distintos estadios

del parásito y codifica para una proteína que presenta todas las propiedades bioquímicas

de la PKA (Huang y col., 2002).

Los genes que codifican para la subunidad C han sido también identificados en

T. brucei (Seebeck y col., 2001) y Leishmam'a (Siman-Tov y col., 1996). De manera

interesante, el gen clonado en Leishmam'a también se expresa diferencialmente en los

distintos estadios del mismo.

Contrariamente, los genes que codifican para las subunidades regulatorias

capaces de unir AMPc no han sido aún clonados en estos parásitos. En T brucei se ha

identificado un gen que podría representar una subunidad R. La proteína codificada por

este gen es capaz de inmunoprecipitar una actividad quinasa de proteínas con las

caracteristicas bioquímicas de la PKA, además de se reconocido por un anticuerpo

contra la PKA de corazón bovino (Seebeck y col., 2001).

Estas evidencias indican'an que los tn'panosomátidos presentan una PKA

convencional formada por subunidades regulatorias y catalíticas.

6.4.2- Calcio en T. cruzi

Otro segundo mensajero que parece tener un papel importante en la

diferenciación de T. cruzi es el calcio. Se ha demostrado que el agregado de
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homogenatos de intestino de vinchuca, los cuales inducen la diferenciación de este

parásito, producen un aumento en los niveles intracelulares de Ca+2 en la forma

epimastigote (Isola y col., 1986). De la misma manera, agentes quelantes de Ca+2 e

inhibidores de calmodulina disminuyen e incluso bloquean la diferenciación de T. cruzi

(Lammel y col., 1996; Stojdl y Clarke, 1996)

Se ha observado también que aumentos en los niveles intracelulares de calcio

son necesarios para la infección de células de mamíferos por T. cruzi. Tras el contacto

con las células se produce un aumento intracelular de los niveles de Ca+2 en

tripomastigotes, el cual no se observa en los epimastigotes no infectivos. De manera

similar, drogas que inhiben el aumento de los niveles intracelulares de Ca+2reducen la

infectividad de T. cruzi (Yoshida y col., 2000; Moreno y col., 1994; Yakubu y col.,

1994; Docampo, 1993; Ruiz y col., 1998).

Los tripanosomátidos presentan tres compartimientos capaces de almacenar

calcio: el reticulo endoplasmático, la mitocondria y una organela exclusiva denominada

acidocalsisoma (Xiong y col, 1998; Docampo y Moreno, 1999). Alteraciones en la

liberación de calcio de estas organelas por tratamientos con especies reactivas de

oxígeno producen fragmentación del ADN nuclear, pérdida de movilidad y finalmente

la muerte, denotando la importancia de este segundo mensajero en el metabolismo del

parásito (Ridgley y col, 1999).

Los acidocalcisomas son probablemente las organelas más importantes en el

mantenimiento de la homeostasis de calcio (Docampo y Moreno, 1999). Estas organelas

son similares a los reservorios de Ca+2de plantas y hongos, y parecen tener una función

dual, manter de los niveles intracelulares de Ca+2y regular el pH intracelular.

La respuesta celular a cambios en los niveles de este segundo mensajero es

mediada por proteínas que unen Ca+2 (CaBPs). Muchas CaBPs, incluyendo a la

calmodulina, han sido descriptas en este parásito. Sin embargo, muy poco se conoce de

los mecanismos de acción de las mismas. Varios efectores de la calmodulina han sido

identificados entre los cuales se encuentran la CAMKJI (Ogueta y col, 1994), la óxido

nítrico sintetasa (NOS), la Ca+2-ATPasade membrana plasmática (Nolan y col., 1994) y

el factor de elongación al (Kaur y col., 1994). Entre otras CaBPs se encuentran una
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quinasa de proteínas y una endonucleasa dependientes de calcio (Gbenle y col., 1990), y

los genes de la calmodulina-ubiquitina (Ajioka y col., 1996).

Cabe mencionar que gran pane de las CaBPs en T. cruzi y en otros

tn'panosomátidos, se encuentran localizadas específicamente en el flagelo (Engman y

col., 1989; Wu y col., 1992; 1994; Maldonado y col., 1997; Godsel y col., 1999; Ogueta

y col., 1994). Esto sugiere que esta organela tendria un papel crucial en la señalización

mediada por Caú.
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Datospreliminares

Datos preliminares

Durante las últimas décadas, el laboratorio de la Dra. Flawiá y el Dr. Torres se ha

dedicado al estudio de las vías de transducción de señales en Trypanosoma cruzi,

focalizándose principalmente en la vía de señalización mediada por AMPc. Se

determinó la presencia de una actividad adenilil ciclasa en membranas de epimastigotes

de T. cruzi dependiente de Mn+2e insensible a forskolina y reguladores de proteínas G

(Torruella y col. 1986; Tellez-Iñon y col., 1985; Eisenschlos y col, 1986; Fraidednraich

y col., 1993; Garcia y col., 1995; Flawiá y col., 1997).

Posteriormente se identificó a un marco de lectura abierto de 3942 pares de

bases que presentaba alta homología con adenilil ciclasas de tripanosomátidos

previamente descriptas. Esta secuencia fue denominada TczAC y depositada en el banco

de secuencias GenBank. Por ensayos de complementación en levaduras mutantes

carentes de actividad adenilil ciclasa se demostró que el gen TczACoodificaba para una

adenilil ciclasa funcional.



OBJETIVOS



Conociéndose que el AMPc tiene un papel esencial en los procesos de

transducción de señales y que en el parásito T. cruzi esta involucrado en procesos de

crecimiento y diferenciación, surge como ineludible el estudio del mismo en este

organismo. En este contexto se propuso como objetivo general de esta tesis estudiar y

caracterizar enzimas involucradas en la síntesis y degradación del AMPc en

Trypanosoma cruzr'.

El trabajo se dividió en dos módulos cuyos objetivos particulares se detallan a

continuación:

Modulo I

- Caracterizar molecular y bioquímicamente la adenilil ciclasa TczAC de T.cruzi

- Identificar posibles factores reguladores de esta enzima

Modulo II

- Identificar y caracterizar genes que codifican para fosfodiesterasas de AMPc en T.

cruzi



MATERIALES Y MÉTODOS



Materiales

l- Cepas de bacterias E. coli

- XLI-Blue MRA: D(mcrA)l82, D(mchB-hdSMR-mrr)l72,endAl, supE44, thi-l, recA,

gyrA96, relAl, lac, l- [P2 lisógeno].

- DHSaF’: F’/endAl hde7(rk' mf) supE44 thi-l recAl gyrA96 (Nal') relAl A(lacZYA­

argF)U¡69(m80]acZAM15).

- BLZl/Lys: F' ompT hdSB (rB' mB') ga] (DE3) dcm pLysS, (camR).

- DHIOB: F' mrcA A(mrr-hdRMS-mchC) ®80dlacZ AMIS AlacX74 deoR recAl endAl

araAl39D(ara, leu)7697galU galK N rpsL nqu.

2- Cepas de levaduras

- T503A: Mat-a, leu2, his3, trpl, ura3, cyr 1-2.

- L40: Mat-a his30200, lrp1-901, leu2-3,112 adeZ LYSZ::(IexA0p)4-HIS3

URA3::(IexAOP)s-lacZ.

- PM943: A/íATaIeu2-3, 112 ura3-1 trp1-92 his3-11, 15 adeZ-I can1-100 GAL SUC mal

pde1::TRP1pde2::URA3.

- J 106:MATa Ieu2 his3 ura3 tip] ade8 can! pde1::URA3 pde2::HIS3.

- CHF-195:h'Ieu1-32 his7-366jbp1::ura4l ura4:.fl>p1-IacZgitZD::his7l.
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3- Cepas de parásitos

Se utilizaron epimastigotes del parásito Trypanosoma cruzi de la cepa CL Brener. En

los experimentos que incluyen tripomastigotes se utilizó la cepa Y.

4- Medios de cultivos

4.1- Cultivo de bacterias

- LB: bacto-triptona 1% p/v, extracto de levaduras 0,5% p/v, NaCl 1% p/v.

- LB-agar: LB + bactoagar 1,5% p/v.

- Medio Rico para bacterias (SOC): bacto-tn'ptona 2% p/v, extracto de levaduras 0,5% p/v,

NaCl 0,05% p/v, KC] 2,5 mM, MgClz 10 mM, MgSO4 lOmM, glucosa 20 mM

- Concentración de ampicilina: 50 ug/ml.

- Concentración de IPTG: 0,1 M (120 mg en 5 ml de H20). Se utilizaron 100 pl/placa

(concentración final p/placa: 0,5 mM). Para los ensayos de inducción de proteínas

recombinantes se utilizó IPTG 0.1-1 mM final.

- Concentración de X-gal: 50 mg/ml, (en dimetilformamida). Se agregaron 50 pl/placa

(concentración final p/placa: 40 pg/ml).

4.2- Cultivo de levaduras

- YPD: 2%p/v peptona, 1%p/v extracto de levaduras, 2% dextrosa.

- Medio mínimo: 0,17% p/v base nitrogenada de levaduras sin aminoácidos y sulfato de

amonio, 0,5% p/v. sulfato de amonio, 1% p/v ácido succínico, 0,6% p/v NaOH, 0.01% p/v

de los aminoácidos ade, arg, cis, (leu), (lys), tre, (trp), ura, 0.005 % p/v de los aminoácidos

asp, (his), ile, met, phe, pro, ser, tir, val y 2% p/v de glucosa.

Aminoácidos entre paréntesis: aminoácidos excluidos en los medios mínimos según

corresponda.

- TULys: medio mínimo sin trp, ura, lys.

- THULL: medio mínimo sin trp, his, ura, leu, lys.

- TUL: medio mínimo sin trp, ura, leu.

- TULL: medio mínimo sin trp, ura, leu, lys.

- ULL: medio mínimo sin ura, lys, leu.

62



Materiales y Métodos

- Ura' medio mínimo sin ura.

- Gar: medio mínimo sin ura y con rafinosa 2%, galactosa 2% y 2% glicerol en lugar de

glucosa.

- Leu’: medio mínimo sin leu.

- YES: 0,5% p/v Extracto de levaduras, 3% glucosa + 225 mg/l de ade, his, leu, ura y lys.

- EMM: 14.7mM Ftalato de potasio, 15.5 mM Nazl-IPO4 , 93.5 mM NH4C1 , 2% w/v

glucosa, sales (MgClz 5,2 mM, CaClz 0,1 mM, KC] 134 mM, Na2SO4 0,294 mM),

vitaminas (Ácido pantoténico 4,2 uM, ácido nicotínico 81,2 uM, Inositol 55,5 pM

biotina 40, 8 nM), minerales (Ácido borico 8,09 uM, MnSO4 2,37 pM, ZnSO4 13,9 pM,

FeClz 0,74 uM, ácido molibdico 0,247 uM, KI 0,6 uM, CuSO4 0,16 uM, ácido cítrico

4,76 uM).

- EMM + 5'-FOA: EMM con 2% glucosa, 0,1% 5'-FOA + 25 mg/l ura y 112,5 mg/ml

de ade, leu y lys.

4.3- Cultivo de parásitos

- LIT: (para epimastigotes de T. cruzi) 0,5% p/v infiJsión de hígado, 0,5% p/v triptosa,

68 mM NaCl, 5.3 mM KC], 22 mM Nazl-IPO4, 2% p/v glucosa, 0,02 mg/ml hemina,

10% v/v suero fetal bovino, 100 ug/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina

5- Soluciones generales

5.1- Soluciones empleadas en técnicas de ADN y ARN

- TE: Tn's-HCl 10 mM pH8, 1 mM EDTA pH8.

- TBE 10x: (1 litro) 10,8% p/v Tris base, 5,5% p/v ácido bón'co, 20 mM EDTA pH8.

- TAE 50x: (l litro) 24,2% p/v Tn's base, 5,71 % v/v ml ácido acético glacial, 50 mM

EDTA pH8.

- TBFl: acetato de potasio 30 mM, MnClz 50 mM, CaClz 10 mM, KC] 100 mM y glicerol

15% v/v, pH 5,8 ajustado con acético 2 N.

- TBF2: MOPS 10 mM pH 7, CaClz 5 mM, KC] 10 mM y glicerol 10% v/v. Se ajusta a pH

7 con KOH.

- Solución I: Tn's-HCl 25 mM pH 8, glucosa 50 mM y EDTA 10 mM.

- Solución II: NaOH 0,2 M y SDS 1%.
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- Solución III: acetato de sodio 3 M pH 4,8.

- STET: 8% p/v Sacarosa, 5% v/v Tn'tón X-lOO, 50 mM Tn's-HCl pH 8 y 50 mM EDTA.

- PIC: fenolzclorofonnozalcohol isoamílico (25:24: l).

- H20 DEPC: agua hexadestilada con di-etilpirocarbonato 0,01 % v/v. Se agitó durante

toda la noche y al día siguiente se autoclavó dos veces.

- Buffer MOPS 10x: 0,2 M MOPS, 0,5 M acetato de sodio pH 7, 0,01 M NazEDTA.

- Buffer de siembra para muestras de ADN, 6x: 0,25%p/v azul de bromofenol, 0,25%

p/v Xyleno Cyanol, 30% v/v y glicerol.

- Buffer de siembra para muestras de ARN: se emplearon 46 pl de la siguiente mezcla

cada 30 u] de muestra de ARN. Mezcla: 6 pl MOPS 10x, 30 ul fonnamida deionizada, 9

ul formaldehído, 1 ul de Bromuro de Etidio (BrEt) lngml.

- Church: 1% p/v seroalbúmina, 7% p/v SDS, l mM EDTA 8, 0,5% p/v Na2P04

- SSC 20x: NaCl 3M, Na3citrato 0,3M, pH 7.

- Solución de lisis de bacterias: 50 mM Tn's-HCl pH 8, lOOmMNaCl, l mM EDTA

pH 8, lmM fenilmetilsulfonil fluorato (PMSF).

- Solución de resuspensión de cuerpos de inclusion: 100 mM NaHzPO4, lO mM Tris­

HCl 8 M urea pH 8.

- LDS: l % SDS ,100mM EDTA pH 8, lOmM Tn's pH 8.

- NDS 100%: Se mezclan 350 ml H20, 93 g EDTA y 0,6g Tris base. Se lleva a pH >8

con 100 a 200 pellets de NaOH sólido. Se agrega N-laun'l sarcosina (5 g disueltos en

50 ml de HZO). Se leva a pH 9,5 con NaOH concentrado y se agrega agua destilada

para llegar a 500ml.

- SM: 50 mM Tn's-HCl pH 8, IOOmMNaCl, 10 mM MgSO4.

- Solucion de lisis de ADN: 10 mM Tris-HCl pH 8, 1% SDS, 200 mM EDTA pH 8.

- Buffer de columna: 20 mM Tn's-HCl, 200 mM NaCl, lmM EDTA, lmM PMSF.

- Buffer de lisis: 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 5% glicerol, l-10 mM B-mercaptoetanol.

- Antiproteásicos: 0,5 mM PMSF, l mM benzamidina, 2 ug/ml inhibidor de tn'psina y 25

unidades/ml aprotinina y a veces 50 ¡Lg/mlNa-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK).

5.2- Soluciones empleadas en técnicas de proteínas

- Buffer de siembra para muestras de proteínas, 5x: 50% v/v glicerol, 7.7% p/v DTT,

10% p/v SDS, 0,4 M Tris-HCl pH 6,8, 0,002% p/v azul de bromofenol.
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- Buffer Tris-glicina-SDS 10x: (1 litro) 3,03% p/v Tris base, 14,4% p/v glicina y 1% v/v

SDS.

- Azul de Coomasie: 25% p/v Coomasie R250, 30% v/v Metanol, 10% v/v ácido acético.

- TBS 10x: 0,25 M Tris-HCl pH 8, 9% p/v NaCl.

- TBS-Tween lx: TBS lx + 0,05% v/v Tween 20.

- PBS: (l litro) 0,8% p/v NaCl, 0,02% p/v KCl, 0,115% p/v NazHPO4,y 0,02% p/v

KH2P04.

- PBS-T: PBS 1X + 0,05% v/v Tween 20.

- Reactivo de Bradford: (l litro) 100 mg de Coomassie 6250 en 50 ml de etanol 95 %,

agregar 100 ml de ácido fosfórico 85%, completar a volumen con H20. Se filtra y se

guarda en un frasco oscuro. (Altemativamente se usó el reactivo Bio-Rad Protein Assay

de BioRad según las instrucciones del fabricante).

5.3- Soluciones empleadas en técnicas de levaduras

- Solución LiOAc: 0.1 M LiOAc, 10 mM Tn's-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8.

- Solución PEG-LiOAc: 40% p/v PEG3350,0.1 M LiOAc, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM

EDTA pH8.

- ADN carrier: se hirvieron por 5-10 min 200 ul de ADN de esperma de salmón sonicado

de concentración 10-20 ug/ml. Se le agregaron inmediatamente 800 ul de solución

LiOAc, se mezcló vigorosamente y se colocó en hielo hasta que alcanzó a T° ambiente.

- Buffer Z: 60 mM Na2HP04, 40 mM Nal-12PO4,lO mM KCl, l mM MgSO4 pH7.

- Buffer de lisis de levaduras (BA): 50 mM Tris-HCl pH 8, 2,5 M LiCl, 4% Triton X­

100, 62,5 mM EDTA.

- Buffer de lisis de levaduras (BB): 50 mM Tris-HCl pH 7.5, l mM EDTA, l mM

DTT, 20 % glicerol.

6- Oligonucleótidos (5'->3')

Para el diseño de los oligonucleótidos se utilizó el programa Oligo 4.05 (National

Biosciences, Inc.). Las letras en negrita indican el sitio de corte de la enzima indicada

entre paréntesis.
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6.1- Identificación TczPDE

- PDFw CGC GGA TCC GGG TGT AAG AAT GGG GTG AGG AT

- PDRv CCC AAG CTT TTA ACT TTC CAC ACG TTC GAC TGT CCA

- PDZINV GTA CGA AGG AAC GAT TGT GGC TG

- PD2Rv CTC CTT ACC AGC AAC GCT ATC TG

- PD3Fw TCT GGA GAA GTG ACT GTG 'ITT ACG

- PD3Rv TGC TCG GTG TTC ATT TAA TTC CAT C

- S'PDint CGA GTC CGG GTC CGA AAG AAT T

6.2- Secuenciación de TczPDE

- PD4Fw: CAA TCT TGC TGT TGA AAT TCT TTC G

- PD4Rv: CAG AAG ATG GGA ATT ATT GAT GGA T

- PDSFw: TGC TGA ACG GTG AGA TCC TTG C

- PD6Fw: CTT CTA CCT CAA GAC GGA TTC C

- PD6RV: TGT TCA GCT TCT TAA TCA ACT GG

- PD7Fw: GGA GAG TAA CCG TTT AGA GTG G

- PD7Rv: GGA GAA CAG CCT CAA TTA TTG C

6.3- Amplificación de sondas

- MX6: CCC AAG C'IT ATG GCT GTG GGA TGG GTG GCT GTG (Hind III)

- MX7: GC TCT AGA TTA TTG AGG AAT AGA TGG AGA TCC (Xba I)

- CPDFw AAG CTT ATG GCG GAG ACA GGC GGT CG (Hind III)

- CPDRv CCG CGG TCA TAT ATA CAT CAT TTA TTT CCA (Sac H)
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6.4- RT-PCR

- ACASN: G CTC TAG AGC TGA TTC CTT TCC TTT CCT CTG

- AM9sz A ATC TCC ACA CGA AC G CC G

6.5- Expresión en bacterias

6.5.1-Paraflagellar rod

- PARFw: GGA TCC ATG CCT CCA AAG AAA GGG AAG A (BamH I)

- PARRv: AAG C'I'I‘ TCA TAT CTC GTA CGG GAT AAA ATG GAT (Hind III)

6.5.2- TczPDE

- EPDFw G GAT CCT ATG GCG GAG ACA GGC GGT CG (BamH I)

- EPDRv AAG CTI' TCA TAT ATA CAT CAT TTA TTT CCA TCA (Hind III)

6.6- Complementación en levaduras

Se utilizaron los oligonucleótídos CPDFw y CPDRv cuya secuencia fue descripta en

sondas.

6.7- Ensayo de doble híbrido

- DHFw: CG GAA TTC TAC TTC AGC CAC AGC TCG CGT GAC (EcoR I)

- DHRv: A CGC GTC GAC TTA TTG AGG AAT AGA CGG AGA TCC (Sal I)

- DIMFw: CGC GGA TCC TAC TTC AGC CAC AGC TCG CGT GAC (BamH I)

- DIMsz GC TCT AGA TTA TTG AGG AAT AGA CGG AGA TCC (Xba I)

- PARVPlóFw: GGA TCC CC ATG CCT CCA AAG AAA GGG AAG (Bam HI)
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- VP16: GGA ATT GAC GAG TAC GGT

6.8- Expresión en S. pombe

- MX6P: ATG GCT GTG GGA TGG GTG GCT GTG

- MX7P: 'I'I'A TTG AGG AAT AGA TGG AGA TCC

7- Vectores

- pGEM-Teasy: Sistema de clonado de fragmentos de PCR (Promega). Posee resistencia

a ampicilina, alto numero de copias, sistema de B-galactosidasa para identificación de

clones positivos.

- pADNS: Permite la expresión en levaduras bajo el promotor fiJerte de expresión

constitutiva ADHI. Presenta el gen LEU2.

- pYES: Permite la expresión en levaduras bajo el promotor inducible Gal]. Presenta el

gen URA3.

- pTOPO: Estos vectores permiten el subclonado directo de fragmentos de PCR y la

expresión en levaduras bajo el promotor NMT, ya sea l, 41 u 81. Presenta gen LEU2.

- pMAL-CZ: Permite la expresión en bacterias como una fiJsión con la proteína unión a

maltosa (MBP). La expresión de la proteína de fiJsión esta regulada por el promotor de la

polimerasa del fago T7.

- pBTMlló: Este vector permite la expresión de proteínas en fusión con el dominio LexA

de unión al ADN. La proteína LexA no tiene una secuencia de localización nuclear

reduciendo el número de falsos positivos. Este vector lleva el gen TRPI.

- pVP16: Este vector permite la expresión de proteínas en fusión con el dominio de

activación de la transcripción de VP16. Lleva el gen LEU2.

- pGAD: Este vector permite la expresión de proteínas en fiJsión con el dominio de

activación de la transcripción de Gal4. Lleva el gen LEU2.

8- Anticuerpos

-Anticuerpos monoclonales anti-LexA: Se utilizaron anticuerpos comerciales (Stratagene)

que reconocen el dominio LexA.
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-Anticuerpos monoclonales anti-Paraflagellar rod: Los anticuerpos utilizados fueron

proporcionados por el Dr. Keith Gull.

-Anticuerpos policlonales anti-Arginina quinasa: Los anticuerpos utilizados fueron

proporcionados por el Dr. Claudio Pereira.

9- Bibliotecas de T. cruzi

La biblioteca genómica de T. cruzi cepa CL brener utilizada para el rastreo del gen TczAC

fire construida en el vector ¡Fix II y gentilmente cedida por el Dr. Mariano Levin La

biblioteca de expresión en levaduras utilizada para el rastreo por doble híbrido fue cedida

por el Dr. Harvey Eisen.

10- Sondas

10.1- TczAC

Se utilizó como sonda un fragmento de ADN correspondiente al gen TczACentero obtenido

por PCR a partir de ADN plasmídico y utilizando los oligonucleótidos MXó y MX7.

10.2- TczPDE

Para el rastreo de la biblioteca genómica de T. cruzi se utilizó como sonda un fragmento de

ADN obtenido por PCR a partir de ADN genómico de T. cruzi utilizando los

oligonucleótidos PD2Fw y PDSint.

Para la caracterización molecular de TczPDE se utilizó una sonda correspondiente al gen

TczPDE entero amplificado por PCR a partir de ADN plasmídico y utilizando los

oligonucleótidos EPDFw y EPDRv.
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l- Métodos de ADN y ARN

1.1- Electroforesis de ADN

Para separar las moléculas de ADN se utilizaron geles de agarosa nativos. Estos se

prepararon con buffer TBE lx o TAE lx al 0,7-l,5% con 0,5 mg/ml de bromuro de etidio

(BrEt). Las comidas electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Antes de sembrar, las

muestras se resuspendieron con el correspondiente volumen de buffer de siembra 6x. Los

geles fueron visualizados y fotografiados con el equipo Image Master VDS, de Pharmacia­

Biotech.

1.2- Corte con enzimas de restricción

Las digestiones de ADN plasmídico o genómico se realizaron en los buffers indicados por

el fabricante. Las enzimas utilizadas fiJeron de New England Biolabs, Promega, GibcoBRL

o Pharmacia. Se utilizaron de 3 a 5 unidades de enzima por ug de ADN y las incubaciones

se hicieron a las temperaturas recomendadas por el fabricante.

1.3-Amplificaciones por PCR

A partir de secuencias identificadas se diseñaron los oligonucleótidos que se usaron en las

diferentes reacciones de amplificación por PCR. La mezcla de amplificación estuvo

siempre compuesta por el ADN molde correspondiente (1-10 ng para plásmido, 100-200 ng

para ADN de fago y 300-800 ng para ADN genómico), 100 ng de cada oligonucleótidos, l­

2 mM de MgClg, 0,2 mM de cada dNTP, buffer Taq ó Pfu 1x y 2,5 U de enzima ADN

polimerasa El volumen final en todos los casos fiJe 50 ul.

Todas las reacciones constaron de:

-5 min. a 95°C (desnaturalización inicial del ADN)

30 ciclos de:

-l min. a 95°C (desnaturalización)
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-l min. a T° (anidado)

- t min. a 72°C (elongación)

y 10 min. a 72°C (elongación final)

Donde T° y t son variables, dependiendo de la temperatura de fusión de los

oligonucleótidos usados en cada reacción de PCR y de la longitud del fragmento

amplificado en cada caso.

1.4- Purificación y precipitación de ácidos nucleicos

Los ácidos nucleicos a ser purificados se llevaron a 100-200 ul con H20. Para remover

proteínas y lípidos se agregó 1 volumen de fenol:cloroformozisoamílico pH 8 (2522421)

(PIC) y se tomó la fase acuosa. Para remover restos de fenol, se agregó l volumen de

cloroformozisoamílico (24:1) (CI) y se tomó la fase acuosa. Los ácidos nucleicos se

precipitaron con 1/10 volúmenes de 3 M acetato de sodio pH 5.2 o pH 4,8, o con 1/2

volumen de 7,5 M acetato de amonio pH 7, con el agregado de 2,5 volúmenes de etanol

100%. Se dejó a -70°C por 20-30 min. y se centn'fugó a máxima velocidad por 20 min. El

pellet se lavó con etanol 70%, se dejó secar y se resuspendió con H20 o Tris-HCl 25 mM

pH 8.

1.5- Cuantificación de ácidos nucleicos

Las muestras de ADN, ARN y oligonucleótidos se cuantificaron por medición de la

absorbancia a 260 nm. Las concentraciones se calcularon sabiendo que 1D0260de ADN=

50 mg/ml, lDOzóo de ARN= 40 mg/ml y 1D0260 de oligonucleótidos= 33 mg/ml y

teniendo en cuenta el factor de dilución. Algunas muestras de ADN también se

cuantificaron en geles de agarosa, comparando las intensidades observadas al UV con las

intensidades dadas por un marcador de masa conocida.

1.6- Purificación de fragmentos de ADN de geles

En la mayoría de los casos, los fragmentos de ADN se purificaron utilizando el kit

QIAquick o QuiaEx Il (Qiagen). Los fragmentos de ADN a purificar se separaron por
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electroforesis en geles de agarosa en buffer TAE 1x y luego se siguieron las

instrucciones del fabricante.

1.7 Subclonado en pGEM-Teasy

La Taq polimerasa deja, en los extremos 5’ de sus productos de amplificación,

nucleótidos A sobresalientes. Los productos de PCR obtenidos con estas características

se subclonaron en el plásmido pGEM-Teasy, incluido en el kit pGEM-Teasy vector

System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de fragmentos de PCR amplificados con la enzima Pfil, se realizaron

reacciones de agregado de A salientes (tailing) previo al subclonado en el plásmido

pGEM-Teasy. Para ello se siguieron las instrucciones del kit.

1.8- Reacciones de ligación

En cada reacción de ligación se utilizaron entre 30 y 50 ng de vector. Se hicieron diferentes

relaciones molares de inserto:vector (1:1, 3:1 y 5:1) manteniendo constante la masa de

vector y variando la cantidad de inserto. Los volúmenes de reacción fiJeron de 10 o 30 pl

utilizando la enzima ADN ligasa del fago T4 (GibcoBRL). Para ligar extremos romos se

usó 1 U de enzima y para extremos cohesivos 0,1 U. Las incubaciones fiJeron a 16°C

durante toda la noche o a T° ambiente por 1-2 hs.

1.9- Marcación de sondas radioactivas

Las sondas radioactivas se prepararon con el kit Prime a gene (Promega) siguiendo las

instrucciones del fabricante. La marcación se realizó utilizando 25 ng de fragmento de

ADN por iniciación al azar de la polimerasa utilizando una baten'a de hexámeros

inespecíficos. Como nucleótido radioactivo se usó [32P]-dCTP. La sonda se purificó

utilizado columnas Quiaquick (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante o por

precipitación alcohólica (Sección 1.4).
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1.10-Purificación de plásmidos

Se realizó a partir de cultivos bacterianos de 3 ml (minipreparaciones) ó de 50 ml

(midiprepreparaciones).

- Para las minipreparaciones, en la mayon'a de los casos se utilizó el método de lisis

alcalina descripto por Bimboim y Doly (1979).

-Se partió de 3-5 rnl de un cultivo bacteriano crecido durante toda la noche en medio LB

con el antibiótico correspondiente.

- Se cosecharon las bacterias por centn'fugación a 4000 rpm durante 5’ a T° ambiente.

- El peIIet sé resuspendió en 300 ul de solución I.

- Se agregaron 300 pl de solución II, preparada en el momento, se mezcló suavemente por

inversión y se dejó 5’ en hielo.

- Se agregaron 300 ul de solución III, se mezcló suavemente por inversión y se dejó en

hielo 5’.

- Se centn'fugó a máxima velocidad por 10 min. y se tomó el sobrenadante.

- Se agregaron 50 ug/ml de ARNasa A (libre de ADNasa) y se incubó por 30 min. a 37°C.

- Se hicieron 2 extracciones con 400 ul de cloroformo.

- Se precipitó con el agregado de l volumen de isopropanol 100% y centrifugación a máx.

velocidad por 10 min. a T° ambiente.

- El peIIet se lavó con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 20-50 ul de 25 mM Tris­

HCl pH 8.

Altemativamente se realizaron boiling mim'preps de la siguiente forma:

-l,5 ml de cultivo se prepicipitaron a 12000 rpm a T° ambiente durante 30 segundos en una

microcentn'fiJga

-Las bacterias se resuspendieron en 360 ul de buffer STET.

-Se agregaron 40 ul de lisozima (lO mg/ml, Sigma). La mezcla se agitó en un vortex.

-Rápidamente se hirvió durante l minuto.

-El ADN bacteriana se precipitó a T° ambiente a 13000 rpm durante 15 min. y fue

descartado con un escarbadiente.

-Se agregaron 400 ul de isopropanol, la mezcla se agitó en un vortex y se centn'fugó a

13000 rpm a T° ambiente durante 10 min.

-Se descartó el sobrenadante y el plásmido se lavó con 0,5 ml de etanol 70%.
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—Secentn'fugó a 13000 rpm a T° ambiente durante 5 min y el sobrenadante se descartó.

El plásmido se resuspendió en 30-50 ul 25 mM Tris-HCl pH 8 + l ul de ARNsa A

(lOmg/ml)

En los casos necesarios, las digestiones con enzimas de restricción se realizaron

directamente en esta mezcla.

Para las midipreparaciones de alta pureza se realizaron con el sistema Plasmid Midi Kit de

Qiagen según las instmcciones del fabricante o con el siguiente protocolo:

- Se partió de 40-50 ml de un cultivo bacteriano crecido durante toda la noche en medio LB

con el antibiótico correspondiente.

- Se cosecharon las bacterias por centn'fugación a 5000 rpm durante 10’ a T° ambiente.

- El pellet sé resuspendió en 2 ml de solución I.

- Se agregaron 4 ml de solución II, preparada en el momento, se mezcló suavemente y se

dejó 10’ en hielo.

- Se agregaron 3 ml de solución III, se mezcló suavemente por inversión y se dejó en hielo

10’.

- Se centn'fiJgó 10 min. a 10000 rpm en rotor SS34 y se tomó el sobrenadante.

- Se agregaron 20 ml de etanol 100 % y se dejo 20 min. a -20°C.

- Se centrifugó 20 min. a 14000 rpm en rotor SS34, se eliminó el sobrenadante y se

resuspendió en 0,5 ml de TE.

- Se agregaron 50 ug/ml de ARNasa A (libre de ADNasa) y se incubó por 30 min a 37°C.

- Se hicieron 2 extracciones con l volumen de fenolzcloroformo (1:1).

- Se centn'fiigó 5 min. a 13000 rpm para separar las fases.

- Se precipitó con el agregado de 1:10 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 2

volúmenes de etanol 100% y centrifugación a 13000 rpm por 10 min. a T° ambiente.

- El pellet se lavó con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 200-300 ul de 25 mM Tris­

HC] pH 8.

l.ll- Secuenciacióny análisis de secuencias

Las secuenciaciones se realizaron en centros de servicios en el exterior:
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- Bio Resource Center: Comell New York State Center for Advanced Technology and

Biotechnology. Comell University, Ithaca, US.

- Cancer Research Center: Chicago University, Chicago, Illinois, US.

El análisis y comparación de las secuencias se realizó utilizando los programas

- BLASTN y P (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

- ORF FINDER (www.ncbi.nlm.nih.gov/gort7gort)

- WU-BLAST2 (wwwebi.ac.ukfblast2/parasites)

- CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw)

- SMART (www.smartembl-heidelbergde)

- PROSITE (www.expasy.ch/prosite)

- DAS (www.sbc.su.se/Nmiklos/DAS/)

- SPLIT (httpz/lpref.etfos.hr/cgi-bin/split/)

- TMPRED (http://www.chembnet.org/soflware/TMPRED_fonn.html)

- PRED-TMT (at http://02.db.uoa.gr/PRED-TMR/)

2- Clonado del gen TczPDE

2.1- Obtención dela sonda

A partir de las secuencias de T. cruzi homólogas al gen TbPDE2B obtenidas por

comparación en la base de secuencias, se diseñaron distintos oligonucleótidos. A partir de

ADN genómico de T. cruzi se realizaron amplificaciones por PCR con distintas

combinaciones de los mismos. Se obtuvo así una banda nítida del tamaño esperado con

PDZFw y 5'PDint. Este fragmento file purificado de la agarosa, clonado en el vector

pGEM-Teasy y secuenciado. El fragmento mostró una alta homología con las

fosfodiesterasas de T. brucei previamente identificadas y fiJe utilizado como sonda.
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- Se prepararon células competentes XLI-Blue NRA crecidas en LB liquido con 10 mM de

MgSO4 y 0,2% de maltosa

- Se tomaron 600 ul de las bacterias competentes y se las mezcló 200 ul de la solución de

bacten'ófago a una concentración de 150 ufp/ul de manera de obtener 30 000 playas de

lisis por placa. Se calculó que con esa cantidad de playas se encontraba representado de 3

a 4 veces el genoma de T. cruzi y se prepararon 4 placas.

- Las células competentes y los fagos se incubaron 20 min. a T° ambiente y 10 min. a

37°C.

- Se agregaron 7-8 ml de TOP agarosa (0,7% de agarosa en LB) mantenido a 48°C. Se

mezcló en un vortex.

- Se plaqueó en placas grandes (0,137 m de diámetro) con LB agar bien seco.

- Se mantuvo durante 10 min. a T° ambiente y después se pasó a 37°C.

- Después de 6-8 hs cuando las unidades formadoras de colonias (ufp) fueron visibles y no

confluentes y se dejaron a 4°C durante 30 min. o más.

- Sobre cada placa se colocaron 2 filtros de nylon Hybond Ñ (Amersham), el primero 1 a 2

min. y el segundo 5 a 7 min.

- Los filtros se dejaron secar invertidos sobre un papel Whatman 3MM.

- Manteniendo los fagos hacia arriba, las membranas se colocaron durante 7, 3 y 3 min.

sobre 3 papeles Whatman que estaban embebidos en las siguientes soluciones: (1) 1,5 M

NaCl, 0,5 M NaOH y (2) 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl pH 7.2 y 1 mM EDTA (2 veces).

- Después se sometieron a 120000 uJ de radiación ultravioleta usando un UV Stratalinker

1800 de Stratagene.

- Las membranas se lavaron suavemente con SSC 2X para remover impurezas

- Posteriormente se prehibridaron con medio Church a 65°C durante 6 h y se hibridaron

con las sondas correspondientes durante toda la noche.

- Luego, las membranas se lavaron 20 min. con 2x SSC, 0,1% de SDS, con 1x SSC, 0,1%

de SDS y con 0, lx SSC, 0,1% de SDS respectivamente.

- A las 48 h se revelaron las placas identificándose los clones positivos en cada duplicado.

- Estos clones se seleccionaron levantando el agar de las placas con una punta azul estéril y

agregando 0,5 ml de medio SM más 50 ul de cloroformo. La mezcla se agitó en un vortex

y se guardo a 4°C.
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- A partir de cada positivo se prepararon dos diluciones (10'l y 10'2)de la fase superior y se

realizó una segunda ronda de rastreo de forma idéntica a la descrita anteriormente pero

utilizando placas pequeñas (0,087 m de diámetro).

- Se volvieron a identificar los clones positivos y con dos diluciones (10'l y 10'2) de

cada uno de ellos se realizó una tercera ronda de rastreo. Cuando todos los clones

identificados fueron positivos se consideró entonces que los clones estaban puros.

2.3- Purificación de ADN de fagos

- Se titularon fagos identificados en el rastreo. Con 109ufp se inocularon 2 ml de

células competentes preparadas como fue descripto previamente.

- Las células competentes y los fagos se incubaron 20 min. a T° ambiente y 10 min.

a 37°C.

- Con estos cultivos se inocularon 500 ml del LB + lOmM MgSO4 y 0,2% maltosa

y se crecieron 8 hs a 37°C en agitación.

- Posteriormente, se agregaron 10 ml de cloroformo para lisar las células y se

incubó 15 minutos a 37°C. Los restos celulares se descartaron centrifugando 20

min. a 5000 rpm (rotor GS3) y 4°C.

- Se agregaron 60 ml de NaCl 5 M y se incubó 15 min. A T° ambiente.

- Se agregaron 60 g de PEG 8000 al sobrenadante y se dejó toda la noche a 4°C.

- Se centrifugó 20 minutos a 5000 rpm a 4°C y el pellet se resuspendió en 20 ml de

SM.

- Se hicieron dos extracciones con clorofonno, se centrifugó durante 2 hs a 25000

rpm en rotor SW28 y el pellet se resuspendió en 0.5 ml de SM.

- El sobrenadante se incubó con proteinasa K 100 ug/ml en EDTA 20 mM /SDS

0.5% por 60 minutos a 68°C.

- Se realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo (1:1).

- Se agregó un volumen de isopropanol y se incubó durante 20 minutos a T°

ambiente.

- Se centrifugó 15 minutos a 10000 rpm, se lavó el pellet dos veces con etanol 70%,

y se resuspendió en 0.2 ml de buffer TE.
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Alternativamente el ADN del fago se purificó utilizando el Lambda midi kit de Quiagen

según instrucciones del proveedor.

3- Caracterización molecular de genes identificados

3.1- Extracción de ADN genómico

- 1-2 ml de parásitos crecidos en medio LIT se centrifugaron durante 5 minutos a 3000

rpm.

- Se descartó el sobrenadante y el peIIet fue lavado con l ml de PBS 1X.

- Se centrifugó durante 5 minutos a 3000 rpm recuperándose el pellet.

- Se añadió l ml de solución de lisis para ADN y se resuspendió el pellet.

- Se realizaron dos una extracciones con fenolzcloroformo (1:1) mezclando suavemente

por inversión.

- Se centrifugó durante 1 minuto a 13000 rpm y se de descartó el pellet.

- Se realizó una última extracción con cloroformozalcohol isoamílico (1:1).

- Se centn'fugó durante l minuto a 13200 rpm y se conservó la fase acuosa.

- Se agregó l volumen de isopropanol y se incubó 30 min. a T° ambiente.

- El ADN se precipitó por centrifugación a 13200 rpm.

- Se lavó con l volumen de etanol 70% y se resuspendió en 200 ul de agua bidestilada o

TE.

La eficiencia del método se verificó comiendo el ADN en un gel de agarosa 0.8 %

para constatar la integridad de la muestra.

3.2- Ensayos de Southern Blot

- Se digirieron 5 ug de ADN genómico con diferentes enzimas de restricción. Excepto con

aquellas enzimas que presentan “star activity”, la digestión se incubó a 37°C durante toda

la noche en un volumen final de 50-100 pl, empleando S unidades de cada enzima por ug

de ADN y l mM de espermidina.

- Cuando fue necesario, el ADN se precipitó agregando l/lO volúmenes de acetato de sodio

3 M pH 5.2 más 0,7 volúmenes de isopropanol. La mezcla se centrifugó a 13000 rpm a

4°C durante 15 min., después el pellet se lavó etanol 70%, se dejó secar y se resuspendió

en 40 ul de TE lx.
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- El ADN digerido se separó en un gel 0,7-0,8% agarosa que se corn'ó a 70 V durante 5-6

hs.

—El gel se trató con 0,25 N de HCl durante 30 min, se lavó con H20.

- Se transfirió durante la noche a una membrana de nylon Hybond Ñ (Amersham) con 0,4

N de NaOH.

- La membrana se lavó unos minutos con SSC 2X y se prehíbn'dó con Church a 65°C.

- Posteriormente se hibridó durante toda la noche con una sonda marcada con [a-32P]

dCTP.

- La membrana se lavó 40 min. con 2X SSC, 0,1% de SDS y 30 min. con 1x SSC, 0,1% de

SDS y se expuso con pantalla amplificadora y a -70°C a una placa fotográfica.

- La placa se reveló 3 días después.

3.3- Electroforesis en geles de campos pulsantes (PFGE)

3.3.1- Preparación de bloques

- Epimastigotes crecidos en medio LIT se cosecharon por centrifugación a 1500 rpm 10

minutos, se lavaron 2 veces con PBS 1X/Glucosa 2% y se resuspendíeron en PBS

1X/Glucosa 2% a una concentración de 2x108 parásitos/ml.

- La muestra se calentó levemente (aproximadamente 30 seg.) a 50° C y se agregó un

volumen de 1,4% de agarosa SeaPlake en PBS 1X previamente equilibrada a 50° C.

- Se mezcló suavemente y se transfirió a los moldes, dejándose endurecer S-lO minutos

en heladera.

- Los bloques se colocaron en 3-5 volúmenes de LDS y se incubaron a 37° C durante

48hs

- Se lavaron dos veces los bloques con 3-5 volúmenes de 20% NDS durante 2 hs a T°

ambiente en agitación.

3.3.2-. Separación de cromosomas T. cruzi por PFGE

- Se preparó un gel de agarosa SeaKem 1% en buffer TBE 0,5X.

- El buffer enfrió a 14° C por recirculación.

- Los bloques de agarosa conteniendo las muestras se sembraron dentro de los posíllos

del gel usando una espátula y estos se sellaron con agarosa 1% en buffer TBE 0,5X.
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- El gel se colocó en la cuba de electroforesis con electrodo hexagonal (BioRad) y se

dejó equilibrar por 20 min.

- Se prograrnaron los siguientes parámetros de conida:

Bloquel pulso de 60 a 90 segundos 6 V/cm duración 16 horas

Bloque2 pulso de 200 a 500 segundos 3 V/cm duración 20 horas

Bloque3 pulso de 500 a 1200 segundos 2,7 V/cm duración 12 horas

- Una vez finalizada la con-ida, el gel se tiño con una solución de BrEt 0,15 ug/ml por

30 minutos con agitación leve.

- Se destiñó posteriormente en agua deionizada por 30 minutos más y se tomó una

fotografia al UV con el equipo Image Master VDS, de Pharmacia-Biotech.

- La transferencia e hibridación del gel se realizó como fire descripto para el Southern

blot.

3.4-Extracción de ARN total

Para garantizar la calidad de las preparaciones de ARN se utilizó material de vidrio

esterilizado por homeado, agua DEPC y material de plástico nuevo y autoclavado.

La extracción del ARN total de epimastigotes se realizó a partir de 4.10lo epimastigotes

utilizando el reactivo Total RNA Isolation (TRIzol) reagents de Gibco BRL y siguiendo

las indicaciones del proveedor.

3.5- Electroforesis de ARN

Se utilizaron geles de 1,5% agarosa desnaturalizantes con 6% formaldehído en buffer

MOPS lx pH 7. Las muestras a sembrar se llevaron a 30 pl con agua DEPC y se les agregó

46 ul de buffer de siembra. Las mismas se calentaron a 65°C por 10 min, se colocaron en

hielo. La corrida electroforética se realizó con buffer MOPS lx, 6% formaldehído a 5-10

V/cm de 4 a 6 hs. Los geles fueron visualizados y fotografiados con el equipo Image

Master VDS, de Pharmacia-Biotech.

3.6- Ensayos de Northern Blot

- 15 pg de ARN total fiJeron separados en geles formaldehído-agarosa
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- El ARN se transfirió toda la noche a una membrana de nylon Hybond N" (Amersham)

usando SSC 10X.

- La membrana se sometió a un pulso de radiación ultravioleta de 120000 uJ usando un UV

Stratalinker 1800 de Stratagene y se lavó unos minutos con SSC 2X

- Posteriormente se prehibridó con medio Church a 65°C durante varias horas y luego se

hibridó durante toda la noche con las sondas correspondientes.

- La membrana se lavó con 2X SSC, 0,1% de SDS, 1X SSC, 0,1% de SDS y 0,2X SSC,

0,1% de SDS y se expuso a una placa fotográfica a -70°C durante 2-3 días en un cassette

con pantalla amplificadora.

- Altemativamente se registró la señal empleando un fosfoimager Storm 820 (Pharmacia­

Biotech).

3.7- Transcripción Reversa

Se preparó ADNc utilizando de 1-2 ug de ARN total de epimastigots como molde. Para

ello el ARN se incubó con oligo-dt o una bateria de hexámeros inespecíficos (random

hexamers) l-2,5 uM, MgClz 5 mM y dNTPs l mM por 10 minutos a T° ambiente y 60

min. a 37°C, en presencia de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega). Entre

2 y 10 ul de ADNc se utilizaron como molde para las amplificaciones por PCR

utilizando los oligonucleótidos correspondientes.

4- Técnicas con bacterias

4.1- Preparación y transformación de bacterias competentes

La preparación de bacterias competentes de E. coli de la cepa DHSa se realizó según

Hanaham (1983) con modificaciones.

- Se plaquearon bacterias sobre LB-agar y se crecieron a 37°C durante la noche.

- Se transfirieron 4 ó 5 colonias aisladas a un tubo de cultivo con 3 ml de LB y se crecieron

en agitación a 37°C durante la noche.

- Se inoculó l ml de cultivo a 100 ml de LB en un erlenmeyer de 500 ó 1000 ml, y se

creció en agitación a 37°C hasta Domo=0,5.

- Se dejó 10 min. en hielo.
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- Se centrifugó a 3000 rpm a 4°C durante 5 min. y se descartó completamente el

sobrenadante.

- Las bacterias se resuspendieron cuidadosamente en 40 ml de buffer TFBl fn’o y se

dejaron 5 min. en hielo.

- Se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C durante 5 min. y se descartó el sobrenadante.

- Se resuspendieron en 4 ml de TFB2 fiio y se incubaron en hielo 15 min.

- Posteriormente, las bacterias se alicuotaron en tubos eppendorf estériles en volúmenes de

50 ó 100 pl congelándose inmediatamente en nitrógeno líquido.

- Se almacenaron las alícuotas a -70°C.

Para cada transformación se usaron 50 pl de bacterias competentes. Estas se descongelaron

en hielo y se transformaron con 1-10 ng de plásmido. La mezcla se incubó en hielo durante

30 min. y se sometió a un golpe de calor de 42°C durante 90 segundos o 37°C durante 5

min., enfn'ándose después durante 1-2 min. en hielo. Se agregaron 800 ul de SOC estéril y

las bacterias se recuperaron a 37°C durante 30 min. Se plaquearon de acuerdo a la

eficiencia de las bacterias y a la cantidad de plásmido utilizado.

La preparación de bacterias electrocompetentes de alta eficiencia de E. coli de la cepa

DHlOB se realizó como se describe a continuación:

- Se inoculó un litro de cultivo con l/ 100 de volumen de un cultivo fresco saturado durante

la noche anterior.

- Se crecieron las células a 37°C en agitación vigorosa hasta DOsooentre 0,5 y 0,7.

- Se cosecharon por centrifiigación a 4000 x g durante 15 min. a 4°C en botellas estériles

fi'ías. Las centrifugaciones sucesivas fiJeron iguales.

- El pellet celular se resuspendió cuidadosamente en l litro de 10 % glicerol estéril, pre­

enfriado.

- Se centrifiigó nuevamente. Se resuspendió el pellet en 500 ml de 10 % glicerol estéril,

pre-enfriado.

- Se centrifiigó nuevamente. Se resuspendió el peIIet en 250 ml de lO % glicerol estéril,

pre-enfriado.

- Se resuspendió el pellet en un volumen final de aproximadamente 4 ml de 10 % glicerol

estéril, pre-enfriado.

- Se alicuotó la suspensión celular de a 50 ul, se congeló empleando N2 líquido y se

conservaron a —70°C hasta su utilización.
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Para cada electroporación se usaron 50 ul de bacterias competentes. Dada la mayor

eficiencia de este método, estas bacterias se utilizaron para transformar con l ul de

reacciones de ligación. Se empleó un equipo MicroPulser (BIORad) y cubetas descartables

estériles de l o 2 mm de gap (BIORad). Se siguieron las instrucciones del fabricante.

4.2- Expresión de proteinas recombinantes

- Los genes TczPDE y PAR fueron amplificados por PCR utilizando los

oligonucleótidos EPD (Fw y Rv) y PAR (Fw y Rv) respectivamente. Para la

amplificación de TczPDE se utilizó ADN del fago purificado mientras que para PAR

se utilizó ADN genómico de T. cruzi. Los fragmentos amplificados fueron

subclonados en el vector de expresión en bacterias pMAL.

Las construcciones se utilizaron para transformar la cepa de bacterias BlZl. Cultivos

saturados de las bacterias transformadas se diluyeron 1/20 en LB-ampicilina y se

incubaron con agitación a 37°C, hasta una DOsoo=l.

- Luego se indujeron con IPTG l mM (concentración final) por 2 a 3 h.

- El cultivo bacteriano se centrifirgó y el pellet se resuspendió en solución de lisis de

bacterias mas antiproteásicos (extracto total).

- Las células se lisaron usando el sonicador Heat System Ultrasonic, inc. ultrasonic

processor con 5 ciclos de: 30 segundos de sonicación en el punto 5 y 60 segundos en

hielo.

- Las bacterias lisadas se separaron en peIIer y sobrenadante por centrifugacion a 13000

rpm y 4°C por lO minutos.

4.3- Purificación de proteínas recombinantes

4.3.1- Purificación de cuerpos de inclusión

- Se tomaron 5 g de bacterias BL-21 inducidas y se resuspendieron en 10 ml de solución

de lisis.

- Se rompieron las bacterias por sonicación y el lisado se centrifiagó 10 minutos a

12.000 xg.

- Se descartó el sobrenadante y el peIIe! se resuspendió en solución de lisis con lO mM

MgClz mas 0,02 mg/ml de ADNsa y se incubó por 30 minutos a 37° C.
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- Se centn'fugó 10 minutos a 12000 xg y se descartó el sobrenadante y el pellet se

resuspendió en solución de lisis más 0,2 mgjml de lisozima.

- Se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente.

- Se centn'firgó lO minutos a 12000 xg y se descartó el sobrenadante y el pellet se

resuspendió en solución de lisis más 2 mg/ml de deoxicolato de sodio.

- Se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente.

- Se centn'fiigó 10 minutos a 12000 xg, se descartó el sobrenadante y el pellet se

resuspendió en solución de lisis con 0.5 % de Triton X-lOO

- Se incubó por lO minutos a temperatura ambiente.

- Se centrifiJgó lO minutos a 12000xg, se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó 3

veces con agua.

- Los cuerpos de inclusión se resuspendieron en urea 8 M (solución de resuspensión).

4.3.2- Renaturalización de proteínas recombinantes

Para renaturalizar la proteína recombinante presente en los cuerpos de inclusión, se

colocaron lO ml de la solución en una membrana de diálisis (dialysis tubing D-9777

Sigma). Esta membrana se colocó en un erlenmeyer de 4 litros conteniendo 2 litros de

solución de resuspensión de cuerpos de inclusión y se mantuvo a 4° C con agitación. Se

goteo durante toda la noche 2 litros de la misma solución pero sin urea. De esta manera

la concentración de urea se redujo a la mitad. Se paso la membrana de diálisis a l litro

de solución de resuspensión de cuerpos de inclusión 4 M urea y se colocó a 4° C con

agitación. Se gotearon durante toda la noche 3 litros de esta misma solución sin urea. Se

repitió este procedimiento reduciendo de esta manera progresivamente la concentración

de urea en la solución. Como último paso se colocó la membrana de diálisis con los

cuerpos de inclusión en un erlenmeyer de 4 litros con la solución de resuspensión sin

urea y se la dejo a 4° C toda la noche con agitación para eliminar cualquier resto de

urea.

4.3.3 Purificación de la proteína recombinante en resinas de amilosa

- El extracto de la proteína recombinante renaturalizada se diluyó 1:5 con buffer de

columna.
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- Se colocó l ml de resina de amilosa en una columna de lO ml (BioRad) y se equilibró

con 8 volúmenes del mismo buffer.

- El extracto diluido se cargó en la columna y se eluyó a un flujo constante de l

ml/minuto.

- Se colectó el percolado para analizar luego por SDS-PAGE.

- Se lavó con 12 volúmenes de buffer de columna.

- Se eluyó la proteína recombinante con buffer de columna más 10 mM maltosa de

manera de competir los sitios de la MBP. Se colectaron 20 fracciones de 200 ul.

4.4- Obtención de Anticuerpos

Se utilizaron 4 ratones de la cepa Balb-C.

- 500 pg de proteína recombinante se sembraron en un gel SDS-PAGE utilizando calles

de gran tamaño (3 cm).

- El se corn'ó, se tiño con Coomassie Blue en agua y se localizó la banda de interés.

- Esta se cortó con un bistun’estéril y se trozó en pequeños fragmentos.

- Se liofilizaron los trozos de gel y una vez secos se pulverizaron con mortero.

- El polvo se humedeció con PBS lx y se pasó repetidas veces por jeringas de grosor

descendente hasta lograr pasar el granulado por una punta ZlG o 22G.

- Antes de la pn'mera inoculación se retiró suero preinmune de todos los ratones.

- Los ratones fueron inoculados intrapen'tonealmente con la proteina recombinante

emulsionada con adyuvante completo de Freund.

- Luego de 15 días se realizó una segunda inoculación con proteína recombinante y

adyuvante incompleto de Freund.

- Pasados 15 días más se les aplicó una tercera inoculación y 15 días después se

sangraron por la cavidad ocular.

- La sangre extraída se dejo l hora a 37° C en un tubo eppendorf y posteriormente se

incubó toda la noche a 4° C para permitir la completa coagulación.

- Se centrifugó a 1200 rpm por 5 minutos produciendo la separación del coagulo del

suero.

- El suero se alicuotó de a 10 ul y se guardó a —20°C
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5- Técnicas con levaduras

5.1- S. cerevissiae

5.1.1-Transformación

- Se inocularon lO ml de medio YPD con una colonia grande de las levaduras a ser

transformadas. Se dejó crecer, según la cepa de levadura 30°C durante toda la noche.

- Se diluyó en 50 ml de YPD hasta una DOsoOnm=0.5 y se dejó crecer con agitación

durante 2-4 hs.

- Se cosecharon por centn'firgación a 2500 rpm y T° ambiente. El pellet se resuspendió

en 40 ml de TE o H20 y se volvió a centrifugar a 2500 rpm y T° ambiente.

- El pellet se resuspendió en 2 ml de solución LiOAc y se incubó por 10 min. a T°

ambiente

- 1-2 ug de plásmido a ser transformado se mezcló con 50 ul de una mezcla de ADN

carrier preparada en el momento.

- A la mezcla de ADN (plásmido + ADN carrier) se le agregaron 100 ul de las levaduras

en solución LiOAc y se mezclaron bien.

- Luego se le agregaron 700 ul de la solución PEG-LiOAc, se mezcló con vortex y se

incubó con agitación por 30 min. - l hr o 30°C.

- Se incubó a 42°C por 7-10 min. (golpe de calor).

- Se centrifiJgaron a máx. velocidad por 20 segundos. El sobrenadante se descartó y el

pellet de levaduras sé resuspendió en 150 ul de TE y se plaqueó en los

correspondientes medios de selección.

5.1.1.2- Gran Escala

Se utilizó para transformar levaduras L40 transformadas con el vector pBTMl 16-DC

(ACI) con la biblioteca de expresión de T. cruzi.

- Se creció un cultivo de 5 ml de L40/ACI en medio TULys durante toda la noche a

30°C.

- Se inocularon los 5 ml en 100 ml del mismo medio y se dejó crecer durante toda la

noche a 30°C.

- El cultivo saturado se diluyó hasta una D0600= 0.3-0.5 en 300 ml de medio YPD + 40
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ug/ml de adenina y se dejó crecer en agitación a 30°C durante 4 hs.

- Las levaduras se cosecharon por centn'fugación a 2500 rpm por 5 min. a T° ambiente.

- El pellet se resuspendió en 250 ul de TE y se volvió a centrifiJgar.

- El pellet se resuspendió en 10 ml de solución LiOAc y se incubó por 10 min. a T°

ambiente.

- Se le agregó una mezcla de ADN compuesta por 250 ug de la biblioteca plasmídica de

expresión y l ml de ADN carrier.

- Se le agregaron 70 ml de solución PEG-LiOAc, se mezcló bien y se incubó con

agitación por 30 min. a 30°C.

- Se le agregaron 6 ml de DMSO, se mezcló bien y se incubó a 42°C por 6 min. (golpe

de calor) agitando ocasionalmente para permitir una temperatura homogénea.

- Se enfrió rápidamente hasta T° ambiente en baño de agua y se centn'fiJgó a 2500 rpm

por 5 min. a T° ambiente.

- Las levaduras se lavaron con 300 ml de TE. El pellet se resuspendió en 500 ml de

YPD y se incubó con agitación por l hr a 30°C.

- Las levaduras se centrifugaron y se volvieron a lavar con 300 ml de TE.

- Se sembraron 1/104 del volumen total en placas TUL para medir la eficiencia de

transformación y las levaduras se volvieron a centrifugar a 2500 rpm por 5 min. a T°

ambiente.

- El pellet se resuspendió en 500 ml de TUL y se incubó con agitación a 30°C por 16

hrs.

- Las levaduras se cosecharon y se lavaron con 250 ml de TE.

- El pel/et final se resuspendió en 5 ml de TE.

- Se sembraron 200, 150, 100, 50 y 10 pl en placas THULL y se dejaron a 30°C por 3-5

días

5.1.2- Complementación

5.1.2.1- TczAC

Para los ensayos de complementación de TczAC en levaduras transformadas con el gen

TczAC entero, el dominio catalítico o el vector vacío fiJeron crecidas en placas Gal+ e

incubadas a 30°C o 34°C por dos días.
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5.1.2.2- TczPDE

Para los ensayos de complementación en levaduras carentes de fosfodiesterasas de

AMPc, el gen TczPDE entero file amplificado por PCR utilizando los oligonucleótidos

CPDFw y CPDRv. La banda amplificada fire subclonada en el vector de expresión en

levaduras pADNS (leu+) bajo el promotor de expresión constitutiva ADHI. La

construcción fue utilizada para transformar las levaduras de la cepa PM943 y J106, y los

clones positivos fueron seleccionados a 30°C en medios Leu'. Como control se utilizó el

plásmido pADNS vacío.

Para los ensayos de choque térmico las levaduras se crecieron a 30°C en medio Leu+ o

YPD hasta DOóoo=1.8-2 y luego se incubaron a 55°C por 30 minutos. Después de esto

las células se plaquearon en YPD y se incubaron a 30°C por dos días.

5.1.3-Preparación de extractos proteicos

- Las levaduras transformadas con el gen TczAC se crecieron por dos días en medio

Ura'_se centrifugaron a 4000 xg a 4°C por 5 min., se resuspendieron en medio Gal+ y

se crecieron por 16 hs más. Las células fueron cosechadas a 4000 rpm 4°C por lO

min. (extracto crudo).

- Las levaduras transformadas con el gen TczPDE fueron crecidas hasta D0600 = 1,5 y

cosechadas a 4000 xg a 4°C por 10 min. (extracto crudo).

- Los extractos crudos de las levaduras fueron resuspendidos en bufi‘er de lisis más

antiproteásicos y las levaduras fueron lisadas por 10 ciclos de vortex l min/hielo l

min. en presencia de glass beads (425-600 um). El debris celular fue descartado por

centrifiJgación a 2500 xg 4°C. Los sobrenadantes fueron centrífugados a 100.000 xg a

4°C durante l hr. Los peIIet fiJCI’Oflresuspendidos en Tris-HCl 20 mM pH 7.5, 5%

glicerol mas antiproteásicos y utilizados como fracción particulada.

5.1.4- Lavado de membranas

Para remover los complejos Ca+2-calmodulina endógenos las membranas de levaduras

fiJeron lavadas con Tris-HCl 20 mM pH 7.5, 5% glicerol, EGTA 5 mM y NaCl 0,1 M
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por 30 minutos a 4°C y en agitación. Las membranas así tratadas fueron lavadas dos

veces con Tris-HCl 20 mM pH 7.5, 5% glicerol para remover todo el EGTA.

Para la extracción de TczPDE de la membrana:

- Las membranas de las levaduras transformadas fueron lavadas con Tn's-HCl 20 mM

pH 7.5, 5% glicerol, NaCl l M por 30 min. a 4C y en agitación.

- Se centrifugó a 100.000 xg a 4°C durante 40 min.

- Se resuspendió el pellet en el mismo buffer pero con colato de sodio 0,1% en lugar de

NaCl y se lavó por 30 min. más.

- Se centrifiigó a 100.000 xg a 4°C durante 40 min.

- Se resuspendió el peIIet en el mismo buffer pero con colato de sodio 0,5% y se lavó

por 30 min. más.

- Se centrifugó a 100.000 xg a 4°C durante 40 min.

- Finalmente se resuspendió el pellet en el mismo buffer pero con urea 8 M y se lavo

por 30 min.

- Se centrifiigó a 100.000 xg a 4°C durante 40 min. y el peIIet se resuspendió en Tn's­

HCl 20 mM pH 7.5, 5% glicerol.

5.1.5- Ensayo de doble híbrido en levaduras

5.1.5.1 Ensayo de dimerización

El dominio catalítico de TczAC se amplificó por PCR con los oligonucleótidos DI-IFw y

DHRv y se subclonó en el vector de expresión en levaduras pBTMl 16 (trp+) en fusión con el

dominio de unión al ADN LexA (ACI). Esta construcción fiJe utilizada para transformar la

cepa de levaduras L40 las cuales fueron seleccionadas 30°C en medios TULys. La expresión

de la proteína de fusión en extractos de las levaduras transformadas se confirmó por ensayos

de Western blot utilizando un anticuerpo comercial que reconoce el dominio LexA. La

correcta conformación del dominio catalítico ser verificó por ensayos de actividad adenilil

ciclasa en extractos solubles de las levaduras transformadas.

Por otro lado el mismo dominio catalítico se amplificó con los oligonucleótidos DIMFw y

DIMRv y se subclonó en el vector de expresión en levaduras pGAD (leul) en fiJsión con el

dominio activador de la trascripción Gal4 (AC2). Esta construcción se utilizó para

transformar las levaduras L40 salvajes y también que expresaban la fiisión ACI. Los clones
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positivos fueron seleccionados a 30°C en los medios ULL y TULL respectivamente. La

interacción entre los dominios catalíticos se determinó analizando la capacidad de revertir el

fenotipo his' de la cepa original y por ensayos de actividad B-galactosidasa.

5.1.5.2 Rastreo de la biblioteca de expresión de II cruzi

Las levaduras L40 que expresaban la fusión ACI fueron cotransformadas con 250-300 ug de

la biblioteca plasmídica de expresión de T. cruzi subclonada en el vector pVPló (leu+). Los

clones transformados fueron seleccionados a 30°C en medios TULL por 16 hs para inducir la

expresión del gen HIS3 y LacZ y luego la interacción se analizó por crecimiento en medios

HTULL y actividad B-galactosidasa.

Como último paso para descartar falsos positivos se realizó el control de interacción

específica. Este ensayo consiste en determinar si las proteínas expresadas por estos clones

son capaces de asociarse a cualquier proteína y activar el sistema. Para ello las levaduras

conteniendo los posibles clones positivos fueron crecidas en medios con triptofano (ULL)

para que perdieran la firsión ACl y luego retransfonnadas con el vector pBTMl 16 al que

se le subclonó el gen para la lamina (gen inespecífico). La selección de las transformantes

se realizó en placas TULL. Tres clones de cada transformación se estn'aron por duplicado

en placas THULL y TULL. Las colonias crecidas en esta última placa se ensayaron para

actividad de B-galactosidasa.

Se realizó una minipreparación de plásmidos de levaduras de todos los clones positivos y

se amplificó por PCR el inserto presente en el vector pVPló con los oligonucleótidos

flanqueantes Ml3Fw y VPlóRv. Los fragmentos obtenidos fiJeron subclonados en el

vector pGEM-Teasy y secuenciados.

5.1.5.3-Interacción con paraflagellar rod

Para confirmar la interacción entre TczAC y paraflagellar rod se arnplificó el gen PAR entero

del genoma de T. cruzi utilizando los oligonucleótidos PARVPl6Fw y PARRV. El gen

amplificado se subclonó en el vector pGEM-Teasy y se liberó con las enzimas de restricción

BamH I y Not I. El fragmento liberado fue purificado y se utilizó como inserto en una

reacción de ligación con el vector pVPló digerido con las mismas enzimas. La construcción
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obtenida se utilizó para transformar la cepa L40 que expresaba la fusión ACI. La interacción

entre ambas proteínas de fusión se determinó analizando el crecimiento en medios sin

histidina y midiendo la actividad B-galactosidasa. La especificidad de la interacción se

confirmó con la proteína no relacionada lamina como fue descripto en la sección anterior.

5.1.6- Medición de actividad B-galactosidasa

Para los ensayos en placa

- Se transfirieron colonias de levaduras a filtros de nitrocelulosa.

- Las membranas se colocaron, colonias hacia am'ba, sobre un soporte de aluminio que

fiotaba en nitrógeno líquido. Luego de 30 segundos se sumergieron por 5 segundos.

- Los filtros se colocaron, colonias hacia arriba, sobre papel Whatman'l'M3MM y se los

dejó descongelar a T° ambiente

- Luego se colocaron dentro de la tapa de una caja de petn' (10 cm diámetro) sobre papel

WhatmanTM3MM humedecido con buffer Z + 50 ul de 25 mg/ml X-gal. La caja se

tapó y colocó a 30°C hasta la aparición de color azul.

Para los ensayos en medio liquido

- Se crecieron 5 ml de las levaduras toda la noche.

- Se inocularon 5 ml de cultivo con 20-50u] de cada cultivo.

- Se crecieron las levaduras a 30°C hasta DOsoo=2 para las levaduras en medio rico y

DOsoo=0,5-4 para las levaduras en medios mínimos.

- Se centrifugaron las células a 1100 xg 5 minutos, se resuspendieron en el mismo

volumen de buffer Z y se dejaron en hielo.

- Se determinó la DOsoode cada muestra.

- Se tomaron 100 ¡.11y 50 pl de cada muestra y se les agrego 900 pl y 950 ul de buffer Z

respectivamente (cada una se realizó por duplicado o triplicado).

- Se agregó una gota de SDS 0,1% y dos gotas de cloroformo.

- Se vortexeó por 10-15 segundos y se equilibro por 15 min. a 30°C.

- Se agregaron 0,2 ml de ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactosidasa) 4 mg/ml y se vortexeó

5 segundos.

- Se incubo a 30°C hasta la aparición del color amarillo determinándose el tiempo
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transcurrido y se paró la reacción con el agregado de 0,5 ml de Na2C03.

- Las células se centrifugaron a 1100 xg 5 min y se determinó la D04zo y DOsso.

- La actividad se calculó como:

U = 1000 x [(DO420)- í 1,75 x DOSEL
(t) X (V) X (D0600)

5.1.7- Minipreparación de plásmidos de levaduras

- Se crecieron 5 ml de levaduras hasta saturación en el medio correspondiente.

- Se centrifugaron a 2000 rpm 5 min.

- Se resuspendieron en 300 pl de buffer de ruptura (BA).

- Se agregó 150 pl de glass beads (425-600 M) y 0.3 ml de fenolzcloroformo (1:1).

- Se vortexeo vigorosamente l min.

- Se cecntrigufó a max. velocidad l min.

- Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo, se precipitó con etanol y se resuspendió en 20­

25 ul de TE 1X.

- Se utilizó para las PCRs l pl de una dilución 1/10 o 1/20 de extracto soluble

5.1.8- Extracto soluble de levaduras

- Se crecieron 10 ml de levaduras hasta saturación en el medio correspondiente.

- Se centrifugaron a 2000 rpm 5 min.

- Se resuspendieron en 250 ul de buffer de ruptura (BB).

- Se agregó l gr de glass beads (425-600 M).

- Se realizaron lO ciclos de vortex l min/hielo l min.

- Se agregaron 250 pl más de buffer

- Se mezclo bien y se tomó el sobrenadante.

- Se centrifiigó a 10000 rpm a 4 °C 20 min.
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5.2 S. pombe

5.2.1 Transformación

- Se crecieron 150 ml de cultivo en medio mínimo EMM hasta una densidad de 0,5-1.107

células/ml (D0600= 0.2-0.5).

- Se centrifiJgaron las células a 3000 rpm por 5 minutos.

- Se lavaron con 40 ml de agua estén'l y se centn'fugaron otra vez.

- Se resuspendieron a una densidad de 1.109 células/ml en 0,1 M LiOAC pH 4,9 (ajustado

con ácido acético).

- Se prepararon alícuotas de 100 ¡.11y se incubaron a 30°C por 1-2 hs. Las células sedimentan

en esta etapa.

- Se agregó I g de ADN plasmídico en 15 pl de TE a cada tubo y se mezcló por vortex hasta

que las células se resuspendieron totalmente. No hay que dejar enfi‘iar los tubos en esta

etapa.

- Se agregaron 290 p] de PEG 4000 50% precalentado a 30°C. Se mezcló por vortex y se

incubó a 30°C 1 h.

- Se incubó a 42°C por 14 minutos y enfiiar los tubos a T° ambiente por lO minutos.

- Se centrifugaron las células a 5000 rpm 2 minutos y se descartó el sobrenadante.

- Se resuspendieron las células en l ml de medio YES (1/2) con pipeta.

- Se transfirieron a un erlenmeyer de 50 ml y se diluyeron las células con 9 ml de medio

YES.

- Se incubó a 30°C por l h.

- Se plaquearon 50-300 pl en las placas de medio mínimo correspondientes.

La transformación tuvo una eficiencia de 104 a 10s colonias por microgramo de ADN.

Altemativamente se agregó 10 g de ADN de esperma de salmón sonicado al ADN

plasmídico para aumentar la eficiencia.
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6- Técnicas con parásitos

6.1- Cultivo

El cultivo de epimastigotes se efectuó en medio LIT a 28°C. Típicamente se inició un

cultivo con 106 células/ml y a los siete días se alcanzó la fase exponencial con 108

células/ml aproximadamente.

6.2- Preparación de extractos

Los parásitos se cosecharon a 2500 xg 10 min., se levaron con PBS 1X y se

resuspendieron en buffer de lisis mas antiproteásicos. La ruptura de las células se llevó a
l ' LIJ |

cabo por lO ciclos de m U nur-u y ' ‘- en N2 líquido. El extracto

obtenido se centrifiigó l hr a 100.000 xg. El pellel se resuspendió en el buffer de lisis y

se lo utilizo como fracción particulada.

6.3- Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular se llevó a cabo como fue descripto por Gomez y col.

(1989). Para ello pellets de epimastigotes de T. cruzi se resuspendieron en Tris-HC] 25

mM pH 8, sacarosa 0,25 M y KC] 5 mM mas antiproteásicos. Las células se rompieron

como fiJe descripto para la obtención de extractos de parásitos y el debris celular se

descartó a 500 xg por 10 min. El homogenato obtenido se sometió a 6 centn'fiigaciones

secuénciales de 1000 xg 15 min. (Flagelo), 5000 xg 15 min. Witocondria), 11000 xg 30

min. (Lisosomal Pesado), 16000 xg 30 min. (Lisosomal medio), 30000 xg 30 min.

(Lisosomal liviano) y 105.000 x g (Microsomal). Todas las fracciones fiieron lavadas y

resuspendidas en el mismo buffer.

6.4- Inmunolocalización

- Los epimastigotes fiieron cosechados a una densidad de 2-5 lO7 parásitos/ml y

lavados dos veces con PBS 1X

- Los parásitos se colocaron por lO min. sobre portaobjetos de 8 posillos tratados con

Vectabond (Laboratorios Vector) para aumentar la adhesión.
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- El exceso de células se descartó y los parásitos adheridos fiJeron fijados con

paraformaldedehído 3,5 %.

- Los parásitos se lavaron 3 veces con PBS 1X y se penneabilizaron con metanol 100%

a -20 °C

- Las células se rehidrataron con PBS y se incubaron con seroalbúmina 2% en PBS-T

por 30 minutos.

- Se incubaron los protaobjetos toda la noche con los correspondientes anticuerpos

(anti-TczPDE 1/200 a 1/500, anti-tubulina l/ 1000 y anti-PAR 1/4).

- Los parásitos se lavaron 3 veces con PBS-T y se incubaron con los anticuerpos del kit

Alexa Fluoraa 488 Signal-Amplfication para ratón (Molecular Probes Inc.) siguiendo

las instrucciones del proveedor.

- Después de esta incubación se lavaron con PBS-T y se incubaron con DAPI 0.1 ¡ig/ml

en agua por 5 minutos.

- Las células se lavaron con agua y se montaron los cubreobjetos utilizando el reactivo

Prolong (Molecular Probes Inc).

Las imágenes se obtuvieron utilizando un Microscopio Laser Confocal (LSM 410 UV

mounted on an Axiovert 135 microscope, Carl Zeiss, Inc.) Las imágenes se tomaron de

manera secuencial para aumentar la ñal y disminuir el cruzamiento con las otras señales

fluorescentes. La excitación de Alexa 488 se realizó con el laser omnicromo de Ar/Kr

(Melles Gn'ot). La excitación del DAPI se produjo con el laser de Ar (Enterprise 652,

Coherent Laser). Las imágenes se tomaron con un objetivo de inmersión 100x DIC

N.A. = 1.4 de Zeiss Plan-Apo. Se obtuvo una resolución de «0,6 um en el eje Z. Cuando

se tomaron secciones estas fiJeron de 0,5 pm cada una. Las imágenes fiJeron tomadas

con el programa LSM ver 3.98 para Windows de Zeiss y analizadas con el programa

LSM Image Browser version 2.8 para Windowsde Zeiss.

6.5- Tratamientos

La perrneabilización de las células para analizar la localización flagelar de TczPDE se

llevó a cabo como fire descripto por Godsel y Engman (1999). Los parásitos adheridos a

los posillos del portaobjetos fueron tratados por 3 min con un buffer conteniendo 100

mM PIPES, 1% Triton X100, l mM NaCl y 25 mM Ca”, y rápidamente lavados 3
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veces con PBS 1X antes de ser fijados. Los citoesqueletos se prepararon como fire

descripto por Ersfeld and Gull (2001). En este caso las células se incubaron por dos

minutos con el buffer 100 mM PIPES, 0.5 % Nonidep P-4O (NP-40), 2 mM EGTA y 1

mM MgSO4 a 4°C, y después fueron lavados 3 veces con PBS 1X antes de ser fijados.

7- Técnicas de proteínas

7.1- Cuantificación de proteínas

La concentración de proteínas de los extractos fue determinada por el método de Bradford

utilizando muestras concentradas o diluciones de los mismos. Se usó seroalbúmina bovina

para realizar una curva de calibración y las lecturas de absorbancia se hicieron a 620 nm.

Se realizaron como mínimo dos duplicados para cada muestra.

7.2- Electroforesis de proteínas

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo con el

método de Laemmli (1970). Se armaron geles desnaturalizantes (0,1 % SDS) de 8 a 12%

en celdas BioRad 220. Las muestras a ser analizadas se prepararon agregándoles los

volúmenes correspondientes de buffer de siembra 5X y calentándolas por 3-5 min. a

100°C. Como buffer de corrida se usó Tn's-glicina-SDS 1X. Los marcadores de peso

molecular usados fiieron de 6,5 a 175 kDa (NEB).

7.3- Tinción de geles de poliacrilamida con Coomassie Blue

La tinción de los geles se realizó sumergiendo el gel en una solución de Coomassie Brillant

Blue R250 0.25g en 100 ml de Metanol:Agua:Acido acético (5:41] VN) durante 15

minutos con agitación suave. Luego se destiñó con la misma solución sin el colorante hasta

obtener la intensidad de las bandas deseada. Por último, se transfirió a un papel de

cromatografía Whatmann 3 MM Whatmann, Alemania), se lo cubrió con polietileno y se

secó a 80°C con vacío durante al menos l hora.
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7.4- Ensayos de Western Blot

Extractos proteicos (20-80 pg) fueron resueltos en geles SDS-PAGE al 8-12% y luego

electrotransfen'dos a membranas de nitrocelulosa (Amersham-C). La transferencia se hizo

en cuba de inmersión (Bio-Rad) utilizando Tris-glicina lx, 20 % metano] durante l-l,5 hs

a 80-100 volts. Las membranas fueron incubadas durante l h con solución de bloqueo (5 %

leche descremada o 4% seroalbúmina bovina en buffer TBS-T) y luego con los

correspondientes anticuerpos primarios durante 1-2 hs a temperatura ambiente o toda la

noche a 4°C. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T, se incubaron durante l h con

los correspondientes segundos anticuerpos y se volvieron a lavar. Como sustrato para la

peroxidasa se usó el kit de quimioluminiscencia Renaissance (NEN-Dupont). Los

anticuerpos se diluyeron en 5% leche descremada o 0,4% seroalbúmina. Los anticuerpos

secundarios utilizados fiieron sueros de cabra, anti-Fc de IgGs de conejo o ratón acopladas

a peroxidasa (Amersham)

8- Ensayos bioquímicas

8.1- Ensayos de actividad adenilil ciclasa

La actividad adenilil ciclasa se determinó como fue descripto por Flawiá y col. (1983).

Los ensayos fueron realizados como al menos por triplicado utilizando 30-50 pg de

proteina de extractos de levaduras o 10-15 pg de proteína de extracto de T. cruzi en

presencia de so mM Tn's-HCl pH 7.5, 2.5 mM Mg,+2o Mn”, 5 mM IBMX, 1 mM

AMPc y 1 mM ATPa-[32P] 200 cpm/pmol. Las incubaciones se realizaron por 20 min a

37°C en un volumen total de 200 ul. La reacción se detuvo por el agregado de 40 mM

ATP, 10 mM AMPc y 2500-4000 cpms [3H]-AMPc y calentamiento a 100 °C

Se agrego l ml de agua destilada (I-120d) y la muestra se paso por la columna de

intercambio iónico Dowex AGSOW X4 200-400 Mesh (BioRad). La columna se lavó

secuencialmente con lml y 2ml de HZOd y se eluyó con 6 ml de H20d sobre una

columna Alúmina (Sigma). La columna de alúmina se lavó con l ml de imidazol 0,1 M

pH 7,5 y se eluyó con 4 ml de la misma solución. Al eluyente se le agrego 5 ml de

liquido de centelleo Ultima gold®
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8.2- Ensayos de actividad fosfodiesterasa

La actividad de fosfodiesterasa de AMPc sc ensayó según el me'todo de Thompson y

Appleman (1974) con la modificación introducida por Londesborough (1976). A menos

que sea indicado, la reacción se llevó a cabo durante 10 minutos a 30° en presencia de

20 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM MgClz, l o SO uM AMPc y [3H]-AMPc 50000

cpm/ensayo en un volumen de 100 pl. La reacción se detuvo por calentamiento a 100° C

durante 1 minuto e inmediatamente se 40 ul de veneno de serpiente (King cobra)

2mg/ml en lO mM Tris-HCI pH 8 produciéndose la segunda reacción por 30 minutos

Esta se detuvo por el agregando 20 pl de una solución 50 mM EDTA y SmM

Adenosina.

A continuación se agregó l ml de una suspensión que contenía 33% de resina de

intercambio iónico AGl-X4 (200-400 mesh) y 30 % de etanol en agua. Se agitó bien, se

dejó sedimentar y se tomaron 0,5 ml del sobrenadante al que se le agregaron 2 ml de

líquido de centelleo Ultima gold®.

Se utilizó I uM AMPc para los ensayos de inhibición, estimulación por Ca”­

calmodulina y competencia con GMPc. Los últimos dos ensayos también se realizaron

con SO IJM AMPc.
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Resultados

Modulo I.

l- Análisis molecular del gen TczAC

Como fue mencionado en datos preliminares, a partir de una biblioteca

genómica de T. cruzi construida en el bacteriófago lambda Fix Il se aisló una gen

correspondiente a una adenilil ciclasa. Este gen de 3942 pares de bases (pb) denominado

TczAC, codifica para una enzima de 1313 aminoácidos con un peso molecular esperado

de 143 kDa (Figura 19)

Se ha reportado que las adenilil ciclasas de tripanosomátidos presentan una

estructura diferente a las enzimas de mamíferos con un extremo amino-terminal

extracelular, un único dominio transmembrana, y un dominio catalítico carboxilo­

terminal. Para determinar si TczAC presentaba una estructura similar a la previamente

descripta en estos organismos, la secuencia proteica de la misma se analizó con distintos

programas que predicen la presencia de dominios funcionales y transmembrana. El

programa DAS predijo 5 dominios hidrofóbicos entre los aminoácidos 1-38, 608-628,

658-679, 830-852 y 1281-1307 (Figura 19 y 20). El primer dominio hidrofóbico

corresponde a un posible péptido señal, el cual presenta una secuencia de corte entre los

aminoácidos 37 y 38 (Figura 19). En este contexto, para que TczAC presente una

estructura análoga a la previamente descripta para las adenilil ciclasas de

tn'panosomátidos solo debe tenerse en cuenta el dominio transmembrana con mayor

probabilidad de ocurrir (830-852). Sin embargo, al comparar estas secuencias con

regiones consideradas dominios transmembrana de la adenilil ciclasa de mamíferos

Cyal (de 12 pasos transmembrana) la posibilidad de que los otros dominios actúen

también como pasos transmembrana no puede descartarse (Figura 20). Datos similares

se obtuvieron utilizando los programas TMPRED, SPLIT y PRED-TMR. Por otro lado,

y como ha sido observado en todas las adenilil ciclasas de tn'panosomátidos, TczAC

posee un único dominio catalítico (Figura 19).
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Figura 19. Secuencia proteica de la adenilil ciclasa TczAC. Las letras resaltadas en gris
corresponden al posible péptido señal. Los aminoácidos subrayados indican los posibles
dominios transmembrana. Las letras blancas resaltadas en negro muestran el dominio
transmembrana más probable. El recuadro indica el dominio catalítico.
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Figura 20. Dominios hidrofóbicos de
TczAC y Cyal. Se muestran los
resultados obtenidos con el programa
DAS de análisis de dominios
hidrofóbicos. Cyal, adenilil ciclasa de
mamíferos de 12 pasos transmembrana.

La alineación de la secuencia proteica de TczAC utilizando los algoritmos

BLASTP y ClustalW demostró que presenta entre un 60-67% de identidad con otras

adenilil ciclasas descriptas en T. cruzi y entre un 35-48% con las enzimas de L.

donovani y de T. brucei respectivamente (Tabla IV). De forma contraria, la identidad de

TczAC con adenilil ciclasas de mamíferos file menor a un 25% presentando incluso una

mayor homología con receptores guanilil ciclasa (Tabla IV). Se analizó también la

identidad con la adenilil ciclasa ACG de Dyctiostelium discoideum, la cual presenta una

estructura análoga a la descripta para las enzimas de tripanosomátidos. A pesar de ésto,

ACG también mostró baja identidad de secuencia con TczAC (25%). Un análisis

detallado indicó que la región correspondiente al dominio catalítico es la más

conservada, con una identidad de hasta un 80% (Tabla IV). Por el contrario, la región
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amino-terminal es la menos conservada (<57%) y no presenta similitud alguna con las

enzimas de mamíferos.

Proteína Dominio Dominio amino­
Orgam’smo (gen)

entera catalítico terminal

TZcruzi (ADCl) 67% 75% 57%

T. cruzi (ADC4) 60% 73% 49%

T.equipenlum (eESAG4c) 58% 61% ­

T. brucei (GRESAG4.3) 43% 58% 34%

T. congolense (TcADCYCl) 48% 57% —

L donovani (RacA) 35% 53% 34%

H. sapiens (GCRP) 24% 27% NS

D. discoideum (ACC) 25% 25% NS

B. taurus (ACI Cyal) 23% <20% NS

Tabla IV. Porcentajes de identidad dela secuencia aminoacídica de TczAC entera,
su dominio catalítico o su extremo amino-terminal con distintas enzimas. Las
secuencias fueron analizadas utilizando el programa BLATP. Excepto el receptor
guanilil ciclasa (GCPR) todas las secuencias corresponden a adenilil ciclasas con los
números de acceso al GenBanK A1012096, T30876, P26338, Q99280, Z67964,
Ul7042, NP_000897, M87278 y P26338 respectivamente.

A pesar de la baja identidad de secuencia de TczAC con las adenilil ciclasas de

mamíferos, todos aquellos aminoácidos que tienen una fimción fundamental para la

actividad catalítica se encuentran altamente conservados. Entre ellos se incluyen los

residuos de unión a catiónes divalentes, los residuos de unión al sustrato y los residuos

involucrados en la especificidad por ATP (Figura 21). Por el contrario, los aminoácidos

involucrados en la interacción con el activador forskolina o con las subunidades a o By

de las proteínas G no están presentes en la secuencia de TczAC, lo cual sugiere la

presencia de un mecanismo regulador diferente para esta enzima (Figura 21).
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Figura 21. Alineación del dominio catalítico de TczAC. Las secuencias se alinearon
utilizando el programa ClustalW. Los residuos en negrita y subrayados representan
aminoácidos involucrados en la interacción con la subunidad Ga, las letras blancas resaltadas
en negro corresponden a residuos de unión con forskolina, las letras blancas resaltadas en gris
a residuos de unión a metales divalentes, las letras negras resaltadas en gris son residuos
implicados en la unión a pirofosfato. Los recuadros muestran los aminoácidos del bolsillo
hidrofóbico. Los asteriscos denotan los residuos que confieren especificidad para el ATP y los
puntos negros muestran aquellos aminoácidos involucrados en la interacción con el ATP. La
línea negra muestra la supuesta región de interacción con la subunidad GBy.
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2- Organización genómica y transcripción de TczACen T. cruzi

Las adenilil ciclasas descriptas en T. brucei y L. donovam' son parte de una

familia multigénica. En T. cruzi, TczAC fue la primera adenilil ciclasa reportada en el

banco de secuencias GenBank. Sin embargo, al poco tiempo de ingresada al menos 7

nuevas secuencias fiJeron reportadas, demostrando que este parásito también posee una

familia multigénica de adenilil ciclasas. Para confirmar esto se realizaron ensayos de

Southern blot en los cuales ADN genómico de T. cruzi fire digerido con distintas

enzimas de restricción e hibridado con una sonda correspondiente a la secuencia

completa del gene TczAC. La figura 22A muestra un complejo patrón de bandas para

enzimas de restricción que tienen un bajo numero de corte dentro del gen, observándose

incluso más de una banda con enzimas que no cortan dentro de la secuencia de TczAC

(Hind III y Xho I). Estos resultados confirman que TczAC es parte de una familia

multigénica.

Para obtener más información sobre la organización genómica de TczAC se

utilizó la técnica de electroforesis de campo pulsante en geles de agarosa (PFGE). Se

separaron cromosomas enteros de T. cruzi y se hibridaron con la sonda correspondiente

al gen TczACcompleto. La figura 22B muestra tres bandas cromosómicas de 1,67, 1,34

y 1,22 Mbp reconocidas por esta sonda, indicando que los distintos genes que codifican

para adenilil ciclasas se encuentran distribuidos en el genoma de T. cruzi en más de un

cromosoma.

La expresión de TczAC en epimastigotes de T. cruzi fire estudiada por ensayos

de Northern blot. Se determinó que al menos 3 bandas de N 5.8, 4.7 y 3.9 Kb eran

reconocidas por la sonda correspondiente a TczAC(Figura 23), demostrando que más de

una isoforma se expresan en este estadío del parásito.
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Figura 22. Southern blot y PFGE: A, ADN genómico de T. cruzi se digirió con las
enzimas de restricción indicadas, se separó en geles de agarosa, se transfirió a
membranas de nylon y se hibridó con una sonda correspondiente al gen TczAC
completo. Los asteriscos muestran las enzimas de restricción que no cortan dentro de la
secuencia de TczAC. B, Cromosomas enteros de T. cruzi se separaron en geles de
agarosa de campo pulsante, se transfirieron e hibridaron con la misma sonda utilizada en
los ensayos de Southern blot Las flechas indican las bandas cromosómicas reconocidas
por la sonda. l, Autorradiografia de la membrana hibridada. 2, Gel teñido con bromuro
de etidio.

<- 5,8
4- 4,7

2.«- 3,9

Figura 23. Northern blot:
ARN total de epi­
mastigotes se separó en
geles desnaturalizantes de
agarosa-formaldehído, se
transfirió a membranas de
nylon y se hibridó c0n la
sonda correspondiente al
gen TczAC completo. l,
Gel teñido con bromuro de
etidio. Se indican las
bandas correspondientes a
los ARN ribosomales. 2,
Autorradiografia del gel
hibridado. Se indican las
bandas reconocidas por la
sonda específica.
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3- Caracterización bioquímica de TczAC

3.1- Complementación y propiedades bioquímicas

La funcionalidad del gen TczAC se demostró por su capacidad de complementar

la cepa de levaduras T503A. Esta cepa presenta una adenilil ciclasa terrnosensible

insertada en el alelo cyrl-2 y es incapaz de crecer a 34°C (temperatura de restricción) en

ausencia de AMPc externo. Para los ensayos de complementación, el gen completo

TczAC o el dominio catalítico del mismo se subclonaron en el vector de expresión en

levaduras pYESZ. Las construcciones obtenidas se utilizaron para transformar la cepa

de levaduras TSO3Ay se verificó la capacidad de las células de crecer a la temperatura

restrictiva en ausencia de AMPc externo. Como control positivo se utilizó el vector

pYES llevando insertado el gen endógeno de la levadura Cyr1 y como control negativo

el vector pYES vacío. Como se muestra en la figura 24 las levaduras transformadas con

el gen TczAC completo mostraron una reversión del fenotipo similar a la observada con

el gen endógeno Cyr1. Por otro lado, el dominio catalítico de TczAC solo mostró una

reversión parcial del fenotipo y el vector vacío no fije capaz de crecer a la temperatura

de restricción. A 30°C no se observaron diferencias de crecimiento entre las distintas

levaduras (Figura 24).

34°C
Figura 24. Ensayo de
complementación en levaduras.
Levaduras deficientes en actividad
adenilil ciclasa, cepa T503A,
fueron transformadas con el vector
pYES vacío (Vector), portando el
gen TczAC completo (TczAC), el
dominio catalítico del mismo (DC)
o el gen de la adenílil ciclasa de
levaduras Cyr1 (Cyr1). Se analizó
el crecimiento de las levaduras a

30°C y 34°C, en ausencia de
AMPc exógeno.

Vector

Cyr1
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Como primera aproximación para estudiar las propiedades bioquímicas de

TczAC, se prepararon extractos solubles y de membrana de la cepa control y de las

distintas levaduras transformadas, y se midió la actividad adenilil ciclasa en los mismos.

Como se observa en la figura 25 las levaduras sin transformar y las transformadas con el

vector vació no mostraron una actividad adenilil ciclasa significativa. Por el contrario

las levaduras transformadas con el gen TczAC entero mostraron la mayor actividad, la

cual se encontró asociada a la fracción particulada. La actividad del dominio catalítico

de TczAC fiie baja y estuvo presente tanto al extracto particulado como al extracto

soluble (Figura 25). La baja actividad observada con este dominio explicaría la

complementación parcial del fenotipo obtenida con el mismo. Por otro lado, la

asociación del dominio catalítico a la membrana podría indicar el anclaje de TczAC a la

membrana plasmática a través de los residuos hidrofóbicos localizados en el extremo

carboxilo-terminal (Figura 20). El gen endógeno Cyrl mostró una muy baja actividad

en los extractos, la cual no correlacionó con el crecimiento de las células observado a

34°C (Figura 24). Es posible pensar que, como esta enzima está correctamente regulada

en las levaduras, una baja actividad de la misma sería suficiente para producir los

niveles de AMPc necesarios para el crecimiento.

01100 Figura 25. Ensayo de actividad
E_ adenilil ciclasa en extractos de
.E 80 i las levaduras transformadas.
É La actividad adenilil ciclasa fire
D. 60 ’ ensayada en extractos solubles
E (barras grises) y particulados
fi 40 “ (barras negras) de las levaduras
-6 T503A transformadas con el
E 20 - vector vacío (Vector) o portando
o. el gen TczAC completo (TczAC),

0 _ mas su dominio catalítico (DC) o el
d' C 1 C l.

TczAC CD Vector Cyr1 gene" °g°n° yr ( yr)

La caracterización bioquímica de TczAC se realizó en membranas de las

levaduras transformadas con el gen TczAC completo. En estos extractos TczAC mostró

tener una actividad constitutiva entre 8 y 10 veces mayor en presencia del cofactor Mn+2

que de Mg+2(Figura 26).
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Además, se determinó que presenta una baja afinidad por su sustrato con una

Km para ATP de 406 i 55 ¡JM (Figura 27), valor que se encuentra dentro de los

reportados para adenilil ciclasas de tripanosomátidos (Naula y col., 2001). Un exceso de

GTP hasta 20 veces mayor en concentración que de ATP no tuvo ningún efecto sobre la

actividad adenilil ciclasa de TczAC indicando que esta es especifica para ATP.

Uboo‘
E. Figura 27. Dependencia
.5250' ñ/w/Ï de sustrato de TczAC.
E200. I Las membranas de las
É: levaduras transformadas
2150 con el gen TczAC entero
< fiieron ensayadas para
‘01” actividad adenilil ciclasa

Ésa- en presencia de distintas

o concentraciones de ATP.
0 0.5 l 1.5 2 2.5

[ATP] (mM)

Se sabe que el Zn+2 se une al sitio A de las adenilil ciclasas de mamíferos

produciendo un efecto inhibitorio sobre la actividad de las mismas (Tesmer y Sprang,

1998). En TczAC los sitios de unión a metales A y B se encuentran conservados (Figura

21). Para determinar si el Zn+2 podía inhibir la actividad de TczAC, se realizaron

ensayos de actividad adenilil ciclasa en presencia de concentraciones crecientes de este

catión. A partir de estos ensayos se determinó que el Zn+2 actúa como un fuerte

inhibidor de TczAC con una IC50de 7 i 2 [1M(Figura 28).
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Figura 28. Inhibición de TczAC por Zn”. Las
membranas de las levaduras transformadas con el
gen TczAC entero flreron ensayadas para actividad
adenilil ciclasa en presencia dc distintas
concentraciones de Zn”.

Para profundizar en la caracterización del mecanismo catalítico de TczAC se

analizó el efecto del inhibidor del sitio P, 2'-deoxyadenosina 3'-monofosfato (deoxy­

AMP), sobre su actividad. Estos inhibidores son derivados de adenosina o adenina que

inhiben a las adenilil ciclasas de mamíferos al unirse al sitio de reconocimiento del

anillo pun'na (Dessauer y Gilman, 1997; Désaubry y col, 1996; Tesmer y col. 2000)).

En el caso de TczAC se observó que el deoxy-AMP inhibe su actividad con una IC50

aproximada de 100 pM. Este valor de inhibición se encuentra entre los valores

reportados para las adenilil ciclasas de mamíferos (<1 uM; Désaubry y col., 1995) y las

de bacterias (>l mM; Johnson y Shoshani, 1990).

Como pudo predecirse de su secuencia proteica, ni la forskolina ni los

reguladores de proteínas G, como GTP-yS, AlF3', toxina de cólera y toxina pertussis,

tuvieron efecto alguno sobre la actividad de TczAC (datos no presentados). Esto

concuerda con lo reportado en membranas de T. cruzi y T. brucei (Ton‘uela y col, 1986;

Eisenchlos y col., 1986; Martin y col, 1978; Taylor y col, 1999).

Se investigó posteriormente el efecto del péptido GDF sobre la actividad de esta

enzima. Como se describió en la introducción, este péptido es capaz de estimular la

actividad adenilil ciclasa en membranas de epimastigotes de T. cruzr' (Fraidenraich y
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col., 1993). La estructura, número de genes y variabilidad de las regiones extracelulares

de las adenilil ciclasas de tripanosomátidos permite pensar que estas podrían actuar

directamente como receptores. Por esta razón se realizaron ensayos de actividad

enzimática en presencia de distintas concentraciones del péptido. Hasta una

concentración de 100 uM, el GDF no tuvo efecto sobre la actividad de TczAC

indicando que no actuar-ía regulando la actividad de la misma. Sin embargo, estos

experimentos no permiten descartar la posibilidad de que este péptido actúe en forma

indirecta o a través de otra isoforma de esta familia.

3.2- Estimulación por Ca+2

Durante la caracterización bioquímica de TczAC se determinó que el Ca+2

estimula entre 2 y 3 veces la actividad de la misma, con una Km = 224 i- 26 uM (Figura

29). La respuesta al calcio fue dosis dependiente, requirió la presencia de Mg+2o Mn+2y

presentó un comportamiento bifásico ya que concentraciones mayores a l mM

produjeron una inhibición de la actividad enzimática.

O
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Figura 29. Estimulación de TczAC por Ca". La actividad
de TczAC fue ensayada en presencia de distintas
concentraciones de Ca+2 en membranas de las levaduras

transformadas con el gen completo.
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En mamíferos, la activación por calcio de las adenilil ciclasas siempre está

mediada por calmodulina. Para estudiar si este era el caso de TczAC se realizaron

experimentos de actividad enzimática en presencia de los antagonistas de calmodulina

tn'fluofenazina, fluperazina y clorpromazina. Como se observa en la figura 30 estos

compuestos inhibieron la enzima solo a concentraciones mayores a 100 uM, con valores

de leo de 250 i ll, 210 i 4 y 286 i 7 uM respectivamente.Las altas concentraciones

de inhibidores requeridas indicarían que la inhibición de la enzima por los mismos

podn’a ser inespecífica.

pmolAMPc/min.mg

e38SS8S3'8
o 0.2 0.4 0.6 0.3 1

[Fenotiazina] (mM)

Figura 30. Inhibición de TczAC por fenotiazinas. La
respuesta de TczAC a clorpromazina (--o--), flufenazina
(o) y trifluperazina (El) fue ensayada en presencia de l
mM Ca+2en membranas de las levaduras transfonnadas
con el gen completo.

Para estudiar más detalladamente el mecanismo de activación por Ca+2 se

realizaron ensayos de actividad adenilil ciclasa en presencia de distintas concentraciones

de calmodulina y en presencia de una concentración de calcio en el rango de la Km. En

estos ensayos no se observó una mayor estimulación de la actividad de TczAC con

respecto al control en presencia de calmodulina (Figura 31). Cuando se realizaron

ensayos de competencia en presencia de 500 uM de Ca‘L2y concentraciones crecientes

de un péptido correspondiente al dominio de unión de calmodulina de la CAMK II,

tampoco se observó inhibición (Figura 31). Estos resultados indicaban que la

estimulación de TczAC por Ca+2no estaba mediada por calmodulina.
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Figura 31. Efecto de calmodulina y del dominio de
unión a calmodulina de la CAMKII sobre la
estimulación por Ca+2de TczAC. Para estudiar el efecto
de la calmodulina sobre TczAC se realizaron ensayos en
presencia de 250 uM Ca+2y distintas concentraciones de
calmodulina. Una unidad, definida por el proveedor,
corresponde a 25 ng de proteína. Los ensayos de inhibición
con el péptido correspondiente al dominio de unión de la
calmodulina de la CAMKH se realizaron en presencia de l
mM Ca+2y distintas concentraciones del péptido.

Sin embargo, existía la posibilidad de que calmodulina endógena estuviera

asociada a las membranas de las levaduras transformadas y enmascarara el efecto de la

proteína exógena. Esto ha sido reportado en membranas de cerebro bovino en las cuales

la actividad adenilil ciclasa no puede ser estimulada por calmodulina a menos que las

mismas sean intensamente lavadas con EGTA para remover los complejos Ca”­

calmodulina asociados. Para descartar esta posibilidad las membranas de las levaduras

recombinantes fueron lavadas por 30 minutos con 5 mM EGTA y l M NaCl. En estas

membranas la actividad adenilil ciclasa también file estimulada por Ca+2 en forma

independiente de calmodulina (figura 32A). Por el contrario, en las membranas de

cerebro lavadas con EGTA la estimulación por calcio fue dependiente de calmodulina

(Figura 32B). Estos resultados confirman que la estimulación de TczAC por Ca+2no

esta mediada por calmodulina.
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Figura 32. Efecto de Cn+2y calmodulina sobre la actividad de TczAC en membranas
lavadas con EGTA. Las membranas de las levaduras transformadas con el gen TczAC entero
(A), o de cerebro bovino (B), fueron lavadas por 30 minutos con EGTA 5 mM para remover los
complejos Can-calmodulina endógenos. La actividad adenilil ciclasa se midió con distintas
concentraciones de Ca+2en ausencia (-0-) o presencia (—)de 50 unidades de calmodulina.

La caracterización bioquímica de TczAC demostró que el Zn+2tiene un efecto

inhibitor'io sobre la actividad de la adenilil ciclasa (Figura 28) mientras que el Ca+2

posee un efecto estimulaton'o independiente de calmodulina (Figura 31 y 32). Estos

resultados podían indicar que ambos iones divalentes actuaban uniéndose a un mismo

sitio. Con el fin de estudiar esto, se llevaron a cabo ensayos de inhibición con Zn+2en

presencia de distintas concentraciones de Ca”. Como muestra la figura 15, incluso en

concentraciones 200 veces mayores, el Ca+2 no tuvo efecto sobre la inhibición

producida por el Zn+2(Figura 33). Estos experimentos demuestran que ambos iones no

compiten por el mismo sitio de unión o que el Zn+2tiene una afinidad mucho mayor por

el mismo.
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La concentración de calcio requerida para la estimulación de TczAC fire similar

a la reportada para la adenilil ciclasa de T. brucei ESAG4 (Paindavoine y col., 1992),

pero superior a los niveles intracelulares de Ca+2reportados en T. cruzi. Con el fin de

determinar si la regulación mediada por el catión divalente era fisiológica para este

parásito, se analizó la actividad adenilil ciclasa en membranas de epimastigotes y

tripomastigotes de dicho organismo. En estos ensayos se observó que el Ca+2era capaz

de estimular la actividad adenilil ciclasa solo en membranas de los parásitos en el

estadío infectivo tripomastigotes (Figura 34). La estimulación fiie dosis dependiente y

con un máximo a una concentración de Ca+2de 100 nM, la cual se encuentra dentro del

rango fisiológico. La estimulación observada fue sólo de 45-50% sobre la actividad

basal. Esta menor activación puede deberse a la presencia de varias adenilil ciclasas en

las membranas de T. cruzi, muchas de las cuales podrían no ser activadas por este

segundo mensajero.
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Figura 34. Efecto del Ca+2 sobre la actividad adenilil
ciclasa de membranas de T. cruzi. La actividad adenilil
ciclasa se ensayó en membranas del estadío epimastigote
(banas grises) o tripomastigote (barras negras) de T. cruzi en
presencia de distintas concentraciones de Ca”. La actividad
esta representada como porcentaje de activación con respecto
al control sin Ca”.

ll4



Raw/lados

4- Expresión de TczACen distintos estadios del ciclo de vida de T. cruzi

En tripanosomátidos, la expresión génica esta regulada principalmente a nivel

del ARN mensajero (ARNm). El procesamiento post-transcripcional y la regulación de

la estabilidad de los ARNm constituyen los principales mecanismos de control. En estos

organismos se han reportado un gran número de genes que presentan una expresión

diferencial en los distintos estadios. Entre ellos se encuentra la adenilil ciclasa ESAG4

de T. brucei que también regulada por Ca’2 en forma calmodulina independiente y solo

se expresa en el estadio sanguíneo de este parásito (Paidavoine y col, 1992). Para

determinar si la diferente regulación de TczAC observada en los distintos estadios de T.

cruzi se debia a una expresión diferencial de la misma, se realizó una amplificación de

ARNm de los distintos estadios utilizando la técnica de RT-PCR. Para obtener una señal

especifica para TczAC, se utilizó un oligonucleótido capaz de aparearse de con la región

5' no codificante (ACAS-Fw) y otro capaz de aparearse con una región amino-tenninal

de TczAC (AM9-Rv). Se observó la presencia del ARN mensajero correspondiente a

TczAC en todos los estadios del ciclo de vida del parásito (Figura 35). Siendo la

estabilidad del mensajero el principal mecanismo de control de la expresión génica es

posible sugerir que la activación diferencial de TczAC en las distintas formas de T.

cruzi se debe a una diferente regulación de la misma y no a cambios en sus niveles de

expresión. Sin embargo, no es posible descartar con estos experimentos la existencia de

un mecanismo de regulación de los niveles de esta proteina.

ATG ADNC

EE. TczAC EE.
—> <­

E A T
PCR

367pb

Figura 35. Expresión de TczAC en los distintos estadios del ciclo de vida de T. cruzi. Se
obtuvo ADNc utilime ARN total de los distintos estadios de T. cruzi y la enzima transcriptasa
reversa. Se analizó la presencia de transcriptos de TczAC amplificando el ADNc con un
oligonucleótido correspondiente a la región 5' no codificante (5'UTR) del gen y otro
correspondiente a la región amino-temiinal del mismo.

115



Resultados

5- Dimerización del dominio catalítica de TczAC

El mecanismo catalítico de las adenilil ciclasas de mamíferos involucra la

interacción de los dominios CI y CII. Esta interacción permite la formación de un

bolsillo hidrofóbico necesario y suficiente para la actividad de estas enzimas. En el caso

de los tn'panosomátidos la estructura de las adenilil ciclasas no permite la formación de

este bolsillo a menos que exista una interacción entre dos dominios catalíticos

correspondientes a enzimas diferentes. Durante los últimos años se ha sugerido que la

dimerización podn’a ser un mecanismo regulatorio de las adenilil ciclasas en estos

organismos. Este mecanismo se ha propuesto a partir de datos obtenidos por ensayos de

coexpresión en ovocitos de distintas isoformas de adenilil ciclasas de L. donovam'

(Sanchez y col., 1995), por patrones de columnas de exclusión molecular de adenilil

ciclasas T. brucei y también por el hecho que forzando la dimerización a través de

cierres de leucina de una adenilil ciclasa de T. brucei se produce un incremento de la

actividad catalítica (Naula y col., 2001). A partir de estos datos se decidió utilizar la

técnica de doble híbrido en levaduras para detenninar si TczAC era capaz de formar

dímeros.

La técnica de doble híbrido, desarrollada por Stanley Fields y colaboradores

(Fields y Song, 1989), permite detectar in vivo interacciones entre proteínas. Esta

técnica se basa en la existencia de factores de transcripción formados por dos dominios,

uno de interacción con el ADN y otro de activación de la transcripción. Se determinó

que al separar los dominios estos pueden reasociarse recobrando su fimción. Teniendo

en cuenta este hecho, se crearon sistemas en los cuales se clonaron los dos dominios del

factor de trascn'pción en vectores de expresión diferentes. A estos dos vectores se les

puede subclonar genes de interés en firsión con los respectivos dominios para

determinar si interaccionan. La interacción entre las proteínas codificadas se traduce en

la reasociación de los dominios del factor de trascripción y la recuperación de su

función (Figura 36). Esto se visualiza a partir de genes reporteros cuya expresión es

fácilmente detectable, como por ejemplo genes que permiten revertir la auxotrofia a un

determinado aminoácido o el gen LacZ que permite detectar actividad B-galactosidasa.
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transcripción (FT)
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la transcripclón
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Los distintos dominios del
FT se subclonan en
vectores de expresión

Los vectores permiten
subclonar proteínas en
fusión con los dominios

Los vectores conteniendo
las proteínas (X e Y) cuya
interacción se
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dentro de una cepa de
levaduras modificada

quiere­

Si las
interaccionan, reconstituirán el FT
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Figura 36. Esquema del sistema de doble híbrido en levaduras. Las proteínas X e Y
son las incógnitas cuya interacción se quiere determinar.
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Para este experimento la región correspondiente al dominio catalítico (DC) de

TczAC se amplificó por PCR y se subclonó en dos vectores de expresión en levaduras,

el pBTM116 (trp+) y el pGAD (leu+; Figura 37). El pBTM116 permite la expresión de

la proteína en fusión con el dominio LexA de unión al ADN (Figura 38). En este caso la

proteína de fusión no presenta señal de localización nuclear (NLS) y se localiza

predominantemente en el citoplasma lo cual reduce el ruido de fondo. Por otro lado, el

vector pGAD permite la fiisión de la proteína con el dominio de activación de la

trascripción GAL4 (Figura 38). Además de esto posee una señal de localización nuclear

del virus SV40. Ambas construcciones se utilizaron para transformar levaduras de la

cepa de L4Ola cual presenta como genes reporteros el HIS3 y el LacZ bajo un promotor

GAL] fiisionado a varios dominios de unión a LexA. De esta manera si ambas proteínas

de fiisión interactúan, el híbrido formado se localiza en el núcleo en donde induce la

expresión de ambos genes reporteros rescatando la auxotrofia a histidina de la cepa y

produciendo la expresión de la enzima B-galactosidasa.

o o
Dominio Pominio Sitio de Señal de
de unlon activadordela gen TRP1 gen LEU2 I clonado - localización
al ADN trascripción múltiple nuclear

Figura 37. Vectores utilizados en los ensayos de doble híbrido en levaduras. pBTM116
permite la fusión con el dominio de unión al ADN LexA, presenta el gen TRP] que permite
revertir la auxotrofia de la cepa para triptofano y no presenta señal de localización nuclear.
pGAD y pVP16 permiten la fusión con el dominio activador de la transcripción Gal4 o VP16
respectivamente, presentan el gen LEU2 que permite revertir la auxotrofia al aminoácido
leucina, y presentan señal de localización nuclear. El dominio activador de la transcripción
VP 16 posee una mayor fiierza activadora de la transcripción que el dominio Ga14.

118



Resultados

TCZAC""=_ °°°H
DominioCatalíticoaa-—:1105Ac1_AC2_LAM_

Figura 38. Esquema de las construcciones
utilizadas en los ensayos de dimerización.

A modo de control, se determinó la expresión de la proteína de fusión TczAC­

LexA utilizando anticuerpos específicos contra el dominio LexA (Figura 39A). Se

realizaron ensayos de Western blot sobre tres clones transformados con la fusión DC­

LexA (ACI) observándose que todos ellos expresaban una proteína del tamaño

esperado (74kDa). Se analizó luego si el dominio catalítico expresado presentaba la

conformación correcta, necesaria para la actividad catalítica, realizándose ensayos de

actividad adenilil ciclasa en extractos solubles de las levaduras transformadas. Como se

puede observar en la figura 39B, dos clones mostraron un aumento de actividad ciclasa

con respecto al control sin transformar, mientras que uno no mostró actividad

enzimática. En concordancia con las propiedades bioquímicas de la adenilil ciclasa de T.

cruzi, la actividad ensayada fue dependiente de MH”. Para los experimentos de doble

híbrido se decidió utilizar el clon que presentó mayor actividad catalítica. Como un

control adicional, se determinó que las fiJsiones aisladas ACI y DC-Gal4 (AC2) no

fueran capaces de activar per se la expresión de los genes reporteros.

Las levaduras transformadas con las distintas construcciones y los

correspondientes controles fueron seleccionadas en medios sin histidina. En este medio

solo pueden crecer aquellas levaduras que muestran una reasociación entre los dominios

del factor de transcripción dada por la interacción entre las proteínas de fiisión. Se

observó que las levaduras que expresaban ambas fusiones con el dominio catalítico,

ACI y AC2, eran capaces de crecer en ausencia de este aminoácido indicando una

interacción entre ambas proteínas (Figura 40A). De forma contraria, las levaduras que
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sólo expresaban una fusión o aquellas transformadas con los plásmidos vacíos no fueron

capaces de revertir el fenotipo his' de la cepa original (Figura 40A).

A B

10

14
Clones l

12

Actlvldadespecifica

ON‘CQ

L40can clon 6 clon 6 clon clon 10
s/Nh can 7c/Mn can

Figura 39. Control de expresión y actividad de la fusión LexA-DC. A, La expresión de
la fusión entre el dominio catalítico de TczAC y el dominio LexA se estudió por Western
blots utilizando un anticuerpo comercial anti-LexA en extractos solubles de 3 clones de
levaduras L40 transformadas. B, La conformación del dominio catalítico se verificó
determinando la actividad adenilil ciclasa en los mismos extractos.

Para verificar si la interacción entre los dominios catalíticos era específica fiJe

necesario ensayar si la fusión AC2 era capaz o no de interaccionar con una proteína no

relacionada. Para esto, las levaduras que expresaban dicha fusión fueron

cotransformadas con el vector pBTMl 16 llevando la proteína no relacionada lamina en

fusión con el dominio LexA (figura 38). Las levaduras que expresaban las fiJsiones AC2

y lamina-LexA (LAM) no fiJeron capaces de revertir el fenotipo his" de la cepa original

confirmando que la interacción entre los dominios catalíticos de TczAC era específica.

La interacción se confirmó mediante ensayos de actividad B-galactosidasa en

cultivos líquidos de las levaduras no transformadas y transformadas con las distintas

construcciones. Como muestra la figura 40B la mayor actividad enzimática se observó

en las levaduras que expresaban ambas fiJsiones, ACI y AC2. No se observaron

diferencias significativas entre las levaduras sin transformar, las levaduras

transformadas con uno solo de los vectores y el control de especificidad.
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A B
AC1+AC2 AC2+LAM

fi-galactosidasa

.or.N.w

OOI-¡¡llNOOaU!

L40 AC1 Ac1 AC2 AC2
+ +

AC2 LAM
Ac1+Ac2 AC2+LAM

Figura 40. Dimerización de los dominios catalíticos de TczAC. Levaduras de la cepa L40
fiieron transformadas con las construcciones ACl o AC2 o con ambas construcciones ACI
+ ACZ’ Como control de interacción especifica se contransformó las levaduras que
expresaban AC2 con la construcción Lamina-LexA, AC2 + LAM. A, Reversión de la
auxotrofia a histidina de la cepa L40 por la interacción ACI-AC2. B, Actividad B­
galactosidasa en cultivos de las levaduras transformadas.

Es importante señalar que si las dos fiisiones presentan el mismo dominio

catalítico, y estos interaccionan entre sí, existen tres híbridos posibles, ACI-ACI, AC]­

ACZ y AC2-AC2. Por esta razón, es válido esperar que la actividad B-galactosidasa

para el dímero ACI-AC2 sea mayor ala observada.
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6- Identificación de proteínas que interactúan con el dominio catalítico

de TczAC

Como fue presentado en la sección l de resultados, TczAC carece de los

elementos involucrados en la regulación por proteínas reguladoras típicas de estas

enzimas, como proteínas G y CAP. Esto, y la ausencia de secuencias homólogas a

dichas proteínas en los bancos de datos de tn'panosomátidos, permite sugen'r que la

regulación de las adenilil ciclasas en estos organismos es diferente a la regulación

descripta para las enzimas de eucan'otas superiores. A fin de identificar posibles

reguladores intracelulares de la enzima TczAC de T. cruzi, se utilizó la técnica de

rastreo por doble híbrido en levaduras.

En este experimento, levaduras que expresaban la fusión ACI, utilizada en los

ensayos de dimerización, se cotransformaron con una biblioteca de expresión de

epimastigotes de T. cruzi construida en el vector pVPló (leuT)(Figura 37). Este vector

permite la expresión en fiJsión con el dominio de activación de la transcripción, el

VP16. Las levaduras cotransfonnadas fueron seleccionadas como fue descripto en los

ensayos de dimerización (Resultados sección 5), obteniéndose 133 clones capaces de

crecer en ausencia de histidina. Para descartar falsos positivos producidos por

reversiones en la auxotrofia a histidina, estos clones fueron ensayados para el segundo

marcador de interacción, la expresión de B-galactosidasa. Luego de someter los clones

de levaduras a ensayos de actividad B-galactosidasa en placa se encontraron sólo 33

clones positivos.

Para identificar cuales de estos clones presentaban una interacción específica se

realizó el control de interacción con la proteina lamina. En este caso fiJe necesario

inducir la pérdida del vector pBTMl 16-DC (api) en las levaduras cotransformadas. Se

realizaron ciclos de crecimiento en medios con triptofano y la perdida del plásmido en

las colonias se verificó determinando su incapacidad de crecer en ausencia de este

aminoácido. Una vez eliminado el vector pBTMl ló-DC las levaduras se

retransfonnaron con el vector pBTMlló-LAM y se analizó la interacción con la

proteina no relacionada. Sólo 13 clones mostraron una interacción específica con el sitio

catalítico de la TczAC.
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Las secuencias de los clones específicos se amplificaron por PCR utilizando dos

oligonucleótidos pertenecientes al vector pVPló que flaqueaban dicho inserto. Los

fragmentos de PCR fueron purificados, subclonados en el vector pGEM-Teasy y

secuenciados.

Inicialmente, sólo dos de las secuencias obtenidas mostraron homología con

proteínas de función conocida, ellas correspondían al clon 40 y 117 (entre ellos, el 40

era particularmente interesante por razones que se detallarán en la siguiente sección).

Recientemente el laboratorio ha tenido acceso al genoma de T. cruzi con una

representatividad 3x (TIGIL http://www.tigr.org/tdb/mdb/tcdbl), lo que ha permitido

volver a analizar los clones aislados. El análisis de estas secuencias ha permitido

identificar nuevas proteínas que podrían tener un papel importante en la regulación de la

actividad de TczAC.

En la siguiente Tabla se resume el análisis de las secuencias obtenidas.

longitud del Proteina del Dominios
Clon # _ Homologia (# en el GenBank)

Inserta (pb) genoma (aa) funcionales (#)

2 ¡T9 273 rï N_S

s sïs 224 N-l N_S

12 35 164 W N_S

w_D(4), Snc(l) 'rlpD 0122952)yApgla.. py1(nAC5509o,
20 453 457

y Coiled ooil (1) NP_0841222 y BAC55091)

PGAM (1) y
22 118 26] Fosfogicento mulas: (QSL!279)

Sim (1)

Protein asociada a microtúbulos (XP_223715) y
WD (6) y Coiled

23 609 777 protein-s similares a la B-lnnsducim
ui] (l)

(MU7299)

29 679 E3 TM(l) GlcNa-(nnsfensa(MMM)

33 ¡a sí Coiledcoil(1) N_S

Snc (l) y Cciled
35 504 415 NS

0°“ (3)

Continúa en la próxima hoja.
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Longitud del Proteina del Dominios
Clon # Homologia (# en el GenBank)

inserto (pb) genoma (aa) funcionales (fi)

40 450 sïo N_l Pmflagelar rod

41 540 224 N_l N_S

Quinasa mochila a Rho (NP_776877)y protein

S4 444 297 AAA Isoa'ada al receptor de bauodiuepina

(NP_004749)

Sustrato de PKC(AAH06M), Protein de Imión
Coiled ooil (l) y

ll7 717 344 a Cad con dominios [EF-Hand(NP_496073) y
M6PRD (l)

Proteina de imión a calmodulinn (NP_680444)

Tabla V. Análisis de las secuencias identificadas por rastreo de doble híbrido en
levaduras. pb, pares de bases, aa, aminoácidos, NI, no identificados, NS, no
significativo.WD, dominio de repeticiones de los aminoácidos triprofano-aspartico, coiled
coil, dominio de interacción entre proteinas, pGAM, dominio presente en las familias de
fosfoglicerato mutasa, SixA, dominio presente en fosfatasas de histidina, TM, dominio
transmembrana, Snc, dominio presente en ATPasas involucradas en la segregación
cromosoma], AAA, dominio ATPasa M6PRD, dominio presentes en receptores de manosa-ó­
fosfato.

6.1- Análisis de la interacción entre TczAC y la proteína paraflagellar
rod

El clon 40 mostró homología con una proteína de función conocida, la

paraflagellar rod (PAR) (Maga y Lebowitz, 1999; Bastin y col., 1999). Esto fiJe

particularmente interesante ya que la PAR es una proteína estructural del flagelo de T.

cruzi .

Inicialmente el movimiento fije la función atribuida a esta organela, sin

embargo, en los últimos años se ha determinado que un gran numero de proteínas de

distintas vías señalización se encuentran especificamente localizadas en la misma, razón

por la cual se ha propuesto que el flagelo estaría involucrado en sensar el ambiente

extracelular. En T. brucei se ha reportado la localización específica de ciertas adenilil

ciclasas en el flagelo, sugiriendo que esta organela sería importante para la señalización

mediada por AMPc. Por otro lado, se ha demostrado que la proteína paraflagelar rod es

capaz de unir calmodulma en forma dependiente de Ca+ , sugiriendo su partrcrpacron en
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la vía de señalización mediada por este catión. La interacción entre PAR y TczAC

podría ser así un nexo importante entre las vías de señalización por AMPc y Ca”.

Para confirmar si la proteína PAR completa era capaz de interaccionar con

TczAC, se diseñaron dos oligonucleótidos a partir de la secuencia nucleotídica de la

PAR A reportada en el GenBank. La secuencia completa del gen se amplificó por PCR

a partir de ADN genómico de T. cruzi. y se subclonó en el vector pVP16 para ser

expresada como fusión con el dominio LexA (PAR, Fig. 41). Con esta construcción se

transformaron las levaduras que expresaban la fusión ACI (Fig. 41) utilizada en los

ensayos de dimerización y doble híbrido, y se analizó la capacidad de crecer en ausencia

de histidina. Nuevamente como control de interacción específica se analizó la

interacción de ambos genes con la proteína no relacionada lamina (Figura 41). Como se

observa en la figura 42A TczAC interaccionó con la proteína paraflagelar rod de manera

específica.

La interacción se verificó por medio de ensayos de B-galactosidasa en placa y

en medio liquido (Fig. 42 A y B), obteniéndose los mismos resultados.

Figura 41. Esquema de las construcciones
utilizadas en los ensayos de interacción de
TczAC con paraflagellar rod.
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PAR LAM LAM

Figura 42. Interacción de TczAC con paraflagellar
rod. Las levaduras de la cepa L40 fiieron transformadas
con las construcciones ACI, PAR o con ambas
construcciones ACl + PAR. Como controles de
interacción específica se contransformaron las levaduras
que expresaban AC3 y las que expresaban PAR con la
construcción Lamina-LexA (AC3 + LAM y PAR + LAM
respectivamente). A, Reversión de la auxotrofla a
histidina de la cepa L40 por la interacción ACl-AC2 y
ensayo de actividad B-galactosidasa en las placa de las
levaduras crecidas en presencia de histidina (trp'lleu‘). B,
Actividad B-galactosidasa en cultivos de las levaduras
transformadas.

6.2- Expresión de paraflagellar rod en E. coli

Para determinar si la proteína PAR era capaz de regular la actividad de TczAC in

vitro se intentó obtener la proteína recombinante utilizando un sistema de expresión en

bacterias E. coli. Se amplificó por PCR el gen PAR y se lo subclonó en el vector de

expresión en bacterias pMAL. Este vector permite la expresión como proteína de fiisión

con la proteína de unión a maltosa (MBP) regulada por un promotor de polimerasa del

fago T7. La construcción fue utilizada para transformar la cepa de bacterias BL21.

Las bacterias transformadas con la construcción se crecieron en medio líquido y

se indujo la expresión de la proteína recombinante con isopropil-B-D­

thiogalactopiranosido (IPTG). La presencia de la proteína de fusión se analizó por SDS­
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PAGE, deterrninándose que se encontraba asociada a la fracción particulada formando

cuerpos de inclusión (Fig. 43A). Estos cuerpos de inclusión fueron purificados por

tratamientos con detergentes y lisozima para ser finalmente solubilizados en urea 8M.

La purificación de proteínas de filSÍÓl’lcon la MBP se realiza a través de resinas

de amilosa. Para ello es necesario que la MBP presente la conformación correcta. Por

esta razón, la PAR-MBP obtenida de los cuerpos de inclusión fue renaturalizada por

diálisis gradual hasta la eliminación total de la urea. La proteína recombinante

renaturalizada fiie purificada en las resinas de amilosa (Fig. 43B) y se utilizó

posteriormente en ensayos de actividad adenilil ciclasa en membranas de las levaduras

transformadas con el gen TczAC. En dichos experimentos no se observó regulación de la

actividad de TczAC por la PAR-MBP lo cual podría indicar un mecanismo indirecto de

regulación, una fiinción no regulatoria de la misma o una conformación incorrecta del la

proteína de fiisión (datos no presentados).

A B

kDa

111- "'
PeL 1 2 3 4 5 6 7

47_

Figura 43. Expresión de paraflagelar rod en E. coli. El gen entero de la paraflagelar rod se
subclonó en el vector pMAL para ser expresado como proteína de fusión a la MBP. El vector
se utilizó para transformar la cepa de bacterias BL21. A, Extracto total de bacterias sin inducir
(SI) o inducidas (I) con IPTG o pellet (P) y sobrenadante (S) obtenido por sonicación y
centrifugación de bacterias inducidas se corrieron en geles de acrilamida los cuales fueron
teñidos con coomassie. B, Los cuerpos de inclusión fueron purificados de los pellcts de
bacterias inducidas, la proteína file renaturalizada y purificada en columnas de amilosa. Pe,
percolado de la columna, L, lavado, 1-7 fracciones eluídas de la columna de afinidad. Las
flechas indican la proteína de fusión MBP-PAR.
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7- Obtención de un sistema para la búsqueda de inhibidores específicos

de TczAC en Sacchamomyces pombe

Debido a la importancia del AMPc para el crecimiento y la diferenciación en T.

cruzi y a las características particulares de las adenilil ciclasas de este organismo, dichas

enzimas podrían ser explotadas como un blanco terapéutico para el tratamiento de la

enfermedad de Chagas.

La presencia de múltiples isofonnas de adenilil ciclasas expresadas en T. cruzi

dificultaba la búsqueda de inhibidores específicos de una isoforrna particular en este

organismo y el análisis de la inhibición por perdida de reversión en el fenotipo

terrnosensible de las levaduras T503A no era suficientemente claro. Por esto, se decidió

desarrollar un nuevo sistema para la búsqueda y caracterización de compuestos capaces

de inhibir específicamente a TczAC.

En este nuevo proyecto se decidió utilizar levaduras S. pombe. En estas células

la adenilil ciclasa forma parte de una vía de señalización en respuesta a glucosa. La

activación de un receptor de glucosa (git3) produce a su vez la activación de la adenilil

ciclasa (git2) a través de una subunidad Ga (gpaZ; Landry y Hoffman, 2000; Welton y

Hoffman, 2000; Isshiki y col, 1992). El aumento en los niveles de AMPc induce la

activación de la PKA (git6) la cual, entre otras fimciones, produce la represión del gen

que codifica para la enzima de gluconeogénica fiuctosa-1,6-bifosfatasa,fpr (Figura 44;

Maeda y col, 1994; Hoffman y Winston, 1991). La elección de este sistema se realizó

debido a la existencia de una cepa de S. pombe (CI-IP495) que presenta una deleción en

el gen de la adenilil ciclasa (Welton y Hoffman, 2000). Además de ello, la cepa posee el

gen flJpI reemplazado por el gen URA4 y una construcción del gen LacZ bajo el

promotorflJpI insertada en su genoma (Figura 44). Con estas características, dicha cepa

permite la complementación de una adenilil ciclasa externa, cuya actividad se puede

medir in vivo de dos maneras muy simples: por su capacidad de crecer en el ácido 5'­

fluoro-orático (5'-FOA) y por ausencia de actividad B-galactosidasa. El producto del

gen URA4 convierte el ácido 5'-FOA en dos metabolitos que son tóxicos para la célula.

De esta manera, el 5'-FOA produce la muerte de células que expresan dicho gen. En la

cepa CHP495 un aumento en los niveles de AMPc produce una represión del gen URA4
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debido a que este se encuentra bajo la regulación del promotorjbp] . Así, la presencia de

una adenilil ciclasa funcional que aumenta los niveles de AMPc permite el crecimiento

de las células en presencia de este compuesto. Por otro lado, el gen LacZ se encuentra

bajo la regulación del mismo promotor y un aumento en los niveles de AMPc genera

una disminución de su expresión observándose así una menor actividad enzimática. Es

importante mencionar que, además de los fenotipos asociados a la cepa mutante, las

levaduras S. pombe presentan otra respuesta a cambios en los niveles de AMPc. Se ha

demostrado que este segundo mensajero actúa como un inhibidor de la mitosis, de

manera tal que bajos niveles del mismo llevan a una división celular temprana y a una

disminución en la longitud de la célula. De manera contraria, altos niveles de AMPc

producen un retardo en la mitosis dando lugar a células alargadas (Kishimoto y

Yamashita, 2000)‘

CEPA SALVAJE CEPA MUTANTE

'1' 'ï'- ­
+ +

.1; r
1 T- I
1- 1­

Figura 44. Esquema de la via de transducción de señales mediada por AMPc en S.
pombe salvaje y en la cepa mutante CHP495. GCPR, receptor acoplado a proteína G; p,
promotor defbpl .
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Las características de la cepa CHP495 la hacían sumamente útil para la búsqueda

de inhibidores de adenilil ciclasa. Así, si TczAC era capaz de complementar dicha cepa,

variaciones en los niveles de su actividad podían ser fácilmente medidos por cambios en

la longitud celular, crecimiento en 5'-FOA y variaciones en los niveles de actividad B­

galactosidasa, sin obviamente descartar la posibilidad de medir directamente los niveles

de actividad enzimática.

Para realizar este proyecto el gen correspondiente a TczAC se amplificó por PCR

y se subclonó en el vector de expresión en levaduras pTOPONMTlbajo el promotor

fuerte de expresión constitutiva NMTl. La construcción se utilizó para transformar la

cepa CHP495. La capacidad de crecer en medios conteniendo 5'-FOA, la actividad

enzimática y la longitud fue analizada en 3 clones positivos. Todos ellos fiieron

insensibles al 5'-FOA, presentaron actividad adenilil ciclasa y una mayor longitud que

las células control, indicando la capacidad de la enzima TczAC de complementar la

mutación. La figura 45 muestra los resultados obtenidos para el clon con mayor

actividad adenilil ciclasa.

g 25
CHP495 á'- 20

Éo
Vector É 15

Í 1o
É

TczAC a 5

CHP495 Vector TczAC

Figura 45. Respuesta de la cepa CHP495 a la expresión de TczAC. Las levaduras CHP495
deficientes en actividad adenilil ciclasa fueron transformadas con el vector TOPONMT1vacío o
portando el gen TczAC entero. A, Crecimiento en 5'-FOA. B, Actividad adenilil ciclasa. C,
Longitud celular.
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La gran longitud de las células transformadas con el plásmido pTOPONMTl­

TczAC indicaba una fuerte actividad adenilil ciclasa en estas células. Niveles tan

elevados de AIVH’Cpodrían llegar a enmascarar ciertos tipos de inhibición. Por esta

razón se decidió obtener nuevas construcciones utilizando vectores pTOPO con

promotores más débiles que el NMT1. Dos nuevos vectores, pTOPONMT41y

pTOPONMTgl,fiieron utilizados. Estos vectores presentan promotores que derivan del

NMT1 pero poseen deleciones dentro del sitio promotor que disminuye su actividad,

siendo la fuerza de los mismos NMT1>NMT41>NMT81. Dos nuevas construcciones,

pTOPONMT41-TczAC y pTOPONMTsl-TczAC, fueron obtenidas y utilizadas para

transformar la cepa de levaduras CHP495. Como se observa en las figuras 46 y 47, a

medida que disminuyó la fuerza del promotor disminuyó la actividad enzimática y la

longitud de las células, demostrando que ambos parámetros pueden ser utilizados

indistintamente como indicadores de la actividad adenilil ciclasa.

Se pudo observar que el mayor tamaño en las células se debía a una inhibición

de la mitosis ya que las células alargadas poseían un solo núcleo (Figura 47 DAPI).

Esto concuerda con lo reportado por Kishimoto y Yamashita (2000). Se observó

también una rápida disminución de la actividad adenilil ciclasa y de la longitud de la

célula al disminuir la fuerza del promotor, siendo las células transformadas con el vector

TOPONMTgl-TCZACprácticamente iguales a las levaduras sin adenilil ciclasa (Figura 46

y 47). Datos preliminares indican que el 5'-FOA y la actividad B-galactosidasa

seguirían la misma tendencia. Todos estos resultados sugieren que, como era esperado,

el sistema de expresión en S. pombe podn’a ser de gran utilidad para la búsqueda de

inhibidores específicos de isoformas de adenilil ciclasas, ya que las variaciones en los

niveles de AMPc pueden ser fácilmente detectadas.

o, 25 Figura 46. Actividad adenilil
E. 20 ciclasa en membranas de

levaduras transformadas con
B 15 las distintas construcciones

É 1o TOPO-TczAC. La actividad
< adenilil ciclasa se ensayó en

É 5 membranas de las levaduras
O- transformadas con el gen

0 TczAC bajo el promotor NMT1,
CHP495 TczAC TczAC TczAC NMT41 o NMT81.

NMT1 NMT41 NMT81
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TczAC
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NMT41
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Figura 47. Efecto de la expresión de distintas cantidades de TczAC sobre la longitud
celular. Levaduras de la cepa CHP495 carentes de actividad adenilil ciclasa se transformaron
con el vector el gen TczAC bajo promotores de distinta fuerza y se analizó la longitud celular. La
fuerza de los promotores utilizados es NMT1>NMT41>NMT81. Como control se incluyeron
levaduras transformadas con el vector NMT1 vacío.
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Modulo II

8- Clonado y caracterización de la fosfodiesterasa de AMPc TczPDE

Los niveles de AMPc celulares están regulados a través su síntesis por adenilil

ciclasas y su degradación por fosfodiesterasas de AMPc. De esta manera, el nivel de

este segundo mensajero dentro de la célula es siempre un balance entre la actividad de

ambas enzimas. Con el objetivo de identificar un gen que codificase para una

fosfodiesterasa de AMPc de T. cruzi, se utilizó la secuencia correspondiente al gen

IbPDEZB para un rastrear la base de datos del proyecto genoma de este parásito

utilizando el programa Wu-Blast2 (http://www.ebi.ac.uk/parasites/parasite—

genome.html). Se identificaron 3 secuencias que presentaban homología con el gen

ingresado (A2050569, AZOSOZOS,AA952604). Las secuencias podían alinearse con

TbPDEZB si superponerse entre sí, lo cual permitió diseñar distintos oligonucleótidos y

llevar a cabo amplificaciones por PCR utilizando ADN genómico de T. cruzi (Figura

48). De las amplificaciones realizadas, solo aquella utilizando los iniciadores PD2FW y

S'PDint dió una banda del tamaño esperado (118lpb). Esta banda fue sublconada en el

vector pGEM-Teasy y al ser secuenciada mostró una alta homología con PDEs

previamente identificadas. El fragmento fire utilizado como sonda para rastrear la

biblioteca genómica de T. cruzi construida en el bacten'ófago k Fix H. Después de 3

rondas de rastreo se obtuvieron 10 clones positivos. A partir de 3 clones se obtuvo un

marco de lectura abierto de 2790 pb que codificaba para una proteína de 929

aminoácidos y un peso molecular estimado de 103,4 kDa (Figura 49). Esta secuencia

presento alta homología con fosfodiesterasas de tripanosomátidos y otros organismos, y

fue denominada TczPDE (AY233464).

TbPDEZB

D 998 1378 1539 1733 2123 2388 2m

l \ I \ I \
I \ I \ I \

A2050569 952604
1-1’ ‘2’ ‘3’ ‘4- ‘5’ ‘cï! ‘7­

Sonda PDE

Figura 48. Esquema de la estrategia de clonado de TczPDE. Las secuencias identificadas en la
base de secuencias de T. cruzi se alinearon con la secuencia de TbPDEZB. Las flechas indican los
oligonucleótidos diseñados a partir de las secuencias identificadas y los oligonucleótidos utilizado
para obtener la sonda. l, PD2Fw, 2, PDZRv, 3, PPD3Fw, 4, PD3Rv, 5, PDFw, 6, 5’PDint, 7 PDRv.
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8.1- Análisis molecular del gen TczPDE

El análisis de la secuencia de TczPDE mostró que la proteína codificada presenta

un posible péptido señal (aminoácidos 1-22), dos dominios GAF (aminoácidos 237-387

y 410-560) y un sitio catalítico altamente conservado (aminoácidos 669-840; Figura 49).

Además, TczPDE contiene un posible sitio de fosforilación por PKA (KRKS) entre los

aminoácidos 390-393 sugiriendo un posible mecanismo de regulación por fosforilación

(Figura 49).

1 MAETGGRHLLEALTLCEVILSRYKRCGLQVDEAETKAFQAVS

43 ERFHEITHATQGGNAAFVKPLNIIKMAPAIPTIGAVFQTPLE

85 SVTKLMEKCIDLCLPIKEVFIMLNEQISAVLRTKNTRTYYLD

127 SGDDLLKDPVNGIAALVDERTPLGKTLFSTRPFSIAGTLYIP

169 LLHNETVIGCVENPSGRTDYHSQAIIEAVLRVAATVIHNAIE

210 SERLRWNKEKAEAMLEMATQLARDNLDEAVLANSIMNTAKVL

253 TESDRCSIFLVKDDTLEAHFEDGNIVAIPIATGIAGYVAQTG

295 QTVKISDAYSDDRFNREVDKATGYRTKTILCMPVTYEGSIVA

337 VAQLINKLDMVTESGLRLPRTFGKRDEELFQTFSMFAGASLR

379 NCRINEKLINEIIIIDAILDVVTLLSNTDIRDVDGIVRHVLH

421 GAKRLLYADRSALFLVDKERNELYSRIADSVAGKEIRFPCGQ

463 GIAGVVASNGIGENILDAYQDPRFNREVDKQLGYRTQALLCE

505 PIVLNGEILAVVQLVNKLNEAGEVTVFTESDRBTFRVFSLFA

545 GISINNSHLLEFAVW‘ LNRNRALAGGRTGSLRNIKR

589 PLAITEAERQAVRDINLAHLDITSIDFDLFYLRENMELPLDA

631 AAAVAYRLIVGTGLPQKLRCRDDTLLNFILQCRKKYR PYH

673 NFYHVVDVCQTIYTFLYKGAVCEKLTELDCFVLLVTALVHDL

715 DHMGLNNSFYLKTDSPLGILSSASGNASVLEVHHCNLAVEIL

757 SDPDSDVFEGLDAADRTLAYRSMIDCVLATDMAKHNELLNLF

799 LAAMEKPYQIGDVASRQMMMDVIVKAGDVSNVTKPFDISRLW

841 AMAVTEEFYRQGDMEKEKGVEVLPMFDRSKNTELAKGQIGFI

883 DFVAGPFFKKIVSASLTGMQWTVERVESNRLEWQRTLDVKAA

925 GDGNK

Figura 49. Secuencia proteica de la fosfodiesterasa TczPDE. Los aminoácidos en negrita y
subrayados indican el putativo péptido señal. Las letras resaltadas en gris corresponden a los
dominios GAF. Las letras blancas resaltadas en negro muestran el consenso de fosforilación por
PKA. El recuadro indica el dominio catalítico.
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Utilizando el algoritmo de Kyte y Doolittle y los programas DAS, TM-PRED y

SPLIT, se determinó que TczPDE no presenta dominios hidrofóbicos excepto el

posible péptido señal. Por otro lado, los dominios GAFs no son una característica única

de esta enzima sino también han sido reportados en otras fosfodiesterasas como las

familias mamíferos PDE2, 5, 6, 10 y ll (Fujishige y col., 1999; Yuasa y col., 2000) y

algunos miembros de la familia TbPDE2 de T. brucei.

La secuencia nucleotídica de TczPDE mostró una identidad significativa solo

con las enzimas de la familia TbPDE2 de T. brucei (Tabla VI). De manera contraria, la

secuencia aminoacidica mostró también una identidad considerable con todas las

familias de fosfodiesterasas de mamíferos (Tabla VI). La mayor identidad se encontró

dentro del dominio catalítico y también dentro de los dominios GAF (Tabla VI). Estos

resultados incluirían a TczPDE dentro de las fosfodiesterasas de Clase I.

Gen Proteína Dominio GAFA GAFA GAFB GAFB
PDE

entero entera catalítico (A) (B) (A) (B)

TbPDEl - 15% - - - ­

TbPDEZA 65% 69% 79% - 33% - 61%

TbPDEZB 67°/o 69V. 78°/o 827. 42°/o 407. 887.

TbPDEZC 607. 66°/o 77'/o 837o 42'/o 39°/o 877.

PDElA l7’/o 307. - - - ­

PDE2A 18% 29V. l9°/o 387. l7'/o 367.

PDEJA 10°/o 27°/o

PDE4A 16’/o 337° - - - ­

PDESA 20°/o 307. 367- 22'/o 35'/o 22'/o

PDE6C l9°/o 29V. 267. 20°/o 32'/o 18°/o

PDE7A 20°/o 32°/o

PDE8A l3°/o 347.

PDE9A 15°/o 307. - - - ­

PDEIOA 23V. 29°/o 14V. 387- 327. 42°/o

PDEl lA - 24°/o 33% 42°/o 31'/o 42°/o 31°/o

Tabla VI. Porcentajes de identidad de TczPDE con las PDEs de T. bruceí y
mamíferos. Las secuencias se compararon utilizando los programas BLASTP y
ClustalW. Excepto las PDEs de T. brucei todas las secuencias corresponden a
enzimas humanas. Los dominios GAF A y B de TczPDE se compararon con los
dominios GAF A (A) y B (B) de las PDEs de mamíferos. GenBank #2 AAL58095,
AAGZ3160, AAG43461, AAK33016, NM_005019, NM_002599, AJ00503ó,
NM_006202, NM_001083.2, NP_006195, L12052, XM_031443, AYl96299,
AF 127479, AB036704.
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8.2- Organización genómica y expresión de TczPDE

En ensayos de Southern blot utilizando una sonda que abarca el gen TczPDE

completo, se observó que con 3 de las 6 enzimas de restricción utilizadas (Bgl II, Kpn I,

y Pvu II) la sonda reconocía mas bandas de las esperadas (Figura 50A). Por otro lado,

en ensayos de PFGE se observó la presencia de 3 bandas cromosómicas de 0,91, 0,94 y

1.11 Mbp reconocidas por la misma sonda (Figura SOB).Estos datos demostraron que

TczPDE es parte de una familia multigénica.

gg > e L= m '- _ " -'
_ o C ,.. :7 O
a) o O- m > .c
m lu a: ¡L o. >< Kpp Mpb

Www-10M m _ 8

'"" 3 5u
w _ 4 1.11—>

3 0.94-9"""' 0.91-9_
- 2

Figura 50. Southern blot y PFGE: A, ADN genómico de T. cruzi se dígirió con las enzimas de
restricción indicadas, se separó en geles de agarosa, se transfirió a membranas de nylon y se
hibridó con una sonda correspondiente al gen TczPDE completo. Los asteriscos muestran las
enzimas de restricción que presentan un mayor número de bandas que las esperadas a partir de la
secuencia. B, Los cromosomas enteros de T. cruzi se separaron en geles de agarosa de campo
pulsante, se transfirieron e hibridaron con la misma sonda utilizada en los ensayos de Southern
blot Las flechas indican las bandas cromosómicas reconocidas por la sonda. l, Autorradiografia
de la membrana hibridada. 2, Gel teñido con bromuro de etidio.

La secuenciación de los extremos 5' y 3' no codificantes mostró la presencia de

un putativo gen NHPZ/RSÓ río abajo de TczPDE (Figura 51; Pogacic y col, 2002;

Henras y col., 1998). Esto file interesante, ya que el gen correspondiente a la

136



Resultados

fosfodiesterasa TbPDE2A de T. brucei presenta una organización genómíca análoga,

con el mismo gen localizado río abajo y a una distancia similar (Figura 51). Estos

resultados sugerirían un origen evolutivo común para dichas enzimas.

RIME

Figura 51. Esquema de la disposición genómíca de TczPDE y
TbPDE2A. En negro se indican las regiones codificantes. En gris
las regiones no codificantes. El esquema esta realizado a escala y

TbPDEzA NHPZ/R36

-.—
TczPDE NHP2/R86

\
\

W
los números indican pares de bases. PDE, dominio catalítico

La expresión de TczPDE en epimastigotes de T. cruzi se estudió por ensayos de

Northern blot. Se observó la presencia de dos bandas de N 4 y 4.9 Kpb, lo cual indica

que más de una isoforma es expresada en este estadío del parásito (Figura 52).

Kb 1

4.9-)W
4.0-> ml­

2
Figura 52. Northern blot:
ARN total de epi­
mastigotes se separó en
geles desnaturalizantes de
agarosa-formaldehído, se
transfirió a membranas de
nylon y se hibridó con la
sonda correspondiente al
gen TczPDE completo. 1,
Autorradiografia del gel
hibridado. Se indican las
bandas reconocidas por la
sonda específica. 2, Gel
teñido con bromuro de
etidio. Se indican las
bandas correspondientes a
los ARN ribosomales.
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9- Ensayos de complementación en levaduras deficientes de

fosfodiesterasas de AMPc

Para determinar si el gen TczPDE codificaba para una proteína funcional se

realizaron ensayos de complementación en las cepas de levaduras J106 y PM943. En

ambas cepas los genes PDEl y PDE2 que codifican para fosfodiesterasas de AMPc han

sido delecionados y como consecuencia de ello son sensibles al choque térmico. Por

esta caracteristica estas cepas de levaduras han sido ampliamente utilizadas para la

identificación y caracterización de fosfodiesterasas (Atienza y Colicelli, 1998; Pillai y

col, 1993). Para estos ensayos, el gen TczPDE se amplificó por PCR y se subclonó en

el vector de expresión en levaduras pADNS bajo el promotor constitutivo de la alcohol

deshidrogenasa, ADHl. Se transformaron levaduras de ambas cepas con la construcción

obtenida y se analizó la respuesta de las mismas al choque térmico. Como muestra la

figura 53 las levaduras PM943 transformadas con el gen TczPDE fiieron capaces de

crecer después de una incubación a 55°C por 30 minutos, revirtiendo asi el fenotipo

sensible de estas cepas. De forma contraria, las levaduras no transformadas y aquellas

transformadas con el vector vacío no fueron capaces de crecer en estas tras el golpe

térmico (Figura 53). Los mismos resultados se obtuvieron con la cepa J106.

Con golpe
térmico

Si" 99'99 TczPDE pADNSténmco

Figura 53. Ensayo de complementación en levaduras. Levaduras carentes de fosfodiesterasas
de AMPc (cepa PM943), filCI'OIltransformadas con el vector pADNS vacío (pADNS), portando
el gen TczPDE completo (TczPDE). Se analizó la respuesta de las células a un choque térmico
de 55°C por 30 minutos.
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La actividad fosfodiesterasa de AMPc file ensayada en extractos solubles y

particulados de las levaduras salvajes y transformadas. Las levaduras transformadas con

el gen TczPDE mostraron una alta actividad enzimática, mientras que los controles no

mostraron una actividad significativa (Figura 54). De manera interesante, se observó

que la mayor parte de la actividad de TczPDE se encontraba asociada a la fracción

particulada.

3,5 —

nmol5'AMP/min.mg

lo

NOIu

PM943 pADNS TczPDE

Figura 54. Ensayo de actividad fosfodiesterasa de AMPc en
extractos de las levaduras transformadas. La actividad se
ensayó en extractos solubles (barras grises) y particulados
(barras negras) de levaduras PM943 no transformadas o
transformadas con el vector vacío (pADNS) o portando el gen
TczPDE (TczPDE).

En conjunto, estos resultados demuestran que el gen TczPDE codifica para una

proteína funcional con actividad fosfodiesterasas de AMPc capaz de revertir el fenotipo

asociado a mutantes de las levaduras deficientes en dichas enzimas.
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10- Expresión de TczPDE en E. coli y obtención de un antisuero

específicocontra TczPDE

La secuencia correspondiente al gen TczPDE fue subclonada en el vector de

expresión en bacterias pMAL. Con la construcción obtenida se transformaron bacterias

de la cepa BL21 y se indujo la expresión de la proteína recombinante como fiJe

detallado en la sección 6.2 de resultados. En las bacterias inducidas se observó que la

proteina recombinante se encontraba asociada a los cuerpos de inclusión (Figura 55A).

Como consecuencia de esto, la proteína expresada tuvo que ser purificada por
J A l' ’I I A I'

(ver resultados sección 6.2).

A C

HgTc ngR
kDa SI l s kDa 20 40 60 kDa 1 2

145-)
10?, 145->

kDa 9 10 11 12

Figura 55. Expresión de TczPDE en E. coli y caracterización del antisuero especifico. A,
Extracto total de bacterias sin inducir (SI) o inducidas (I) con IPTG o pellet (P) y sobrenadante (S)
obtenido por sonicación y centrifiigación de bacterias inducidas se corrieron en geles de
acrilamida los cuales fueron teñidos con coomassie. B, Los cuerpos de inclusión fiieron
purificados de pellets de bacterias inducidas, la proteína fue renaturalizada y purificada en
columnas de amilosa. Pe, percolado de la columna, Ci, cuerpos de inclusión renaturalizados, L,
lavado, 1-12 fracciones eluídas de la columna de afinidad. C, Ensayos de Western blot utilime
el antisuero especifico obtenido en ratón. Tc, extracto crudo de T. cruzi, PR, proteína
recombinante
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Resultados

La proteína purificada (Figura SSB) fue utilizada para inmunizar ratones de la

cepa BALB/C. Después de 3 inmunizaciones en presencia de adyuvante de Freund se

obtuvo un antisuero capaz de reconocer específicamente la proteína recombinante

expresada en bacterias y una proteína del peso molecular esperado en extractos totales

de epimastigotes de T. cruzi (Fig. SSC y D)



Resultados

11- Asociación de TczPDE a membranas de las levaduras

transformadas

La asociación de TczPDE a las membranas de la levadura se estudió por medio

de ensayos de Western blot. Utilizando el antisuero específico contra TczPDE se

determinó la presencia de una banda del tamaño esperado tanto en el extracto soluble

como en el particulado de las levaduras transformadas (Figura 56A). Sin embargo, la

banda fue mucho mas intensa en la fracción pmticulada (Figura 56A).

Para determinar si TczPDE representaba una proteína periférica o una proteína

integral de membrana, los extractos particulados de las levaduras recombinantes se

lavaron secuencialmente con NaCl l M, colato de sodio 0,1 %, colato de sodio 0,5 % y

urea 8 M y se analizaron los extractos por Western blot. Como se observa en la figura

56B, sólo se observó una leve liberación de TczPDE de la membrana con urea 8 M,

sugiriendo que esta corresponde a una proteína integral de membrana. La presencia de

la proteína en el extracto soluble de levaduras podrían deberse a la alta expresión de la

misma en este organismo.

A B

kDa Sn Mb

Figura 56. Localización de TczPDE en membrana de las levaduras PM943 transformadas. A,
Se prepararon extractos solubles (Sn) y particulados (Mb) de las levaduras transformadas con el gen
TczPDE entero. La presencia de TczPDE se determinó por ensayos de Westen blot utilizando el
antisuero especifico. B, Las membranas de las levaduras fueron lavadas sucesivamente con NaCL l
M, Colato de sodio 0,1%, 0,5 % y Urea 8 M. Las distintas fracciones fueron analimdas por Western
blot para determinar la liberación de TczPDE de la membrana. Mb, membrana preextraída, P, pellet
post-extraido

NaCIMi
_ 1M 01% o/.
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12-Caracterización bioquímica de TczPDE

La caracterización bioquímica de TczPDE se realizó en membranas de las

levaduras transformadas. Se encontró que esta enzima posee una alta afinidad por

AMPc con una Km de 7.3 :t 0.9 pM (Figura 57A) y una actividad 2-3 veces mayor en

presencia del cofactor Mn+2en vez de Mg”;2(Figura 57B). Por otro lado, TczPDE no fue

capaz de hidrolizar GMPc en un amplio rango de concetraciones (l nM a lO mM), y

este segundo mensajero no tuvo efecto alguno sobre la actividad de la enzima. Estos

resultados sugieren que TczPDE es una fosfodiesterasa específica para AMPc cuya

actividad no es regulada por GMPc. La alta afinidad de TczPDE por el AMPc confirma

que esta enzima es parte las fosfodiesterasas de Clase I.

A
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Figura 57. Características bioquímicas de
TczPDE. Las membranas de las levaduras
transformadas con el gen TczPDE entero fueron
ensayadas para actividad fosfodiesterasa de AMPc
adenilil ciclasa en presencia de distintas
concentraciones de AMPc (A) o en presencia de
distintas concentraciones de los cationes divalentes

MS+2(A) y MH” (B)­

143



Resultados

En T. cruzi se ha reportado la presencia de una fosfodiesterasa de AMPc soluble

capaz de ser estimulada por el complejo Ca+2-calmodulina (Tellez-Iñon y col, 1985).

Para analizar si este complejo regulaba la actividad de TczPDE se realizaron ensayos de

actividad fosfodiesterasa con distintas concentraciones de calcio y calmodulina. Incluso

cuando se utilizaron membranas lavadas con EGTA para remover posibles complejos

Ca+2-calmodulina endógenos, no se observó estimulación con Ca+2o calmodulina. De la

misma manera, las fenotiazinas clorpromazina y flufenazina no fueron capaces de

inhibir la actividad de la enzima. Estos resultados concuerdan con el hecho de que la

secuencia de TczPDE carece de los dominios involucrados en la unión al complejo

Ca+2-calmodulina y apoyan la presencia de multiples isoformas de PDEs en T. cruzi.

Las PDEs descriptas en T. brucei presentan distinta sensibilidad a los inhibidores

específicos de las enzimas de mamífero. Como se muestra en la tabla VII, de los

inhibidores ensayados sobre TczPDE, sólo el dipiridamole mostró una inhibición a baja

concentración. La papaverina, el EHNA y el Vinpocetine fueron inhibidores débiles de

TczPDE. Por otro lado, el BMX, la teofilina, el zaprinast y el rolipram no inhibieron la

actividad de la enzima de manera significativa.

Inhibidor Familia de ICso para IC50para
mamíferos inhibida mamíferos (pM) TczPDE (pM)

Vinpocetine 1 20 134 :l:19

EHNA 2 0.8 217 :t 4

GMPc 3 - NI

Rolipram 4 2 >500

Zaprinast 5, 6, 9 0.45, 0.15, 35 >500

Dipiridamole 5, 6, 8, 10 0.9, 0.38, 4.5, 1.1 17 :t 4

Papaverina NS 5-25 lll :t 17

IBMX NS 2-50 > 1,000

Teofilina NS - NI

Tabla Efecto de inhibidores específicos de fosfodiesterasas sobre la
actividad de TczPDE. NS, no selectivo, NI, sin inhibición. IBMX, 3-isobutil-l­
metilxantina, EHNA, eritro-9-(2-Hidroxi-3-nonil) adenosín-hidrocloruro.
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13-Fraccionamiento subcelular de TczPDE en T. cruzi

Como se describió previamente, el flagelo de tripanosomátidos parece ser

importante para la señalización mediada por AMPc ya que ciertas enzimas de esta vía se

encuentran localizadas o interaccionan con proteínas especificas de dicha organela

(Paindavoine y col, 1992; esta tesis). Con el fin de estudiar si este también podía ser el

caso de TczPDE se realizó un fraccionamiento subcelular de epimastigotes de T. cruzi.

Los parásitos se lizaron y los extractos fueron sometidos a centrifugaciones sucesivas a

distintas velocidades como file descripto por Gomez y col. (Gomez y col, 1989). Las

diferentes fracciones se analizaron por Western blot utilizando el antisuero específico

contra TczPDE, un anticuerpo que reconoce la proteína paraflagellar rod del flagelo y

un anticuerpo contra una proteína no relacionada, la arginina quinasa. De manera

interesante, TczPDE mostró el mismo patrón de distribución en las distintas fracciones

que la paraflagelar rod, estando principalmente asociada al flagelo y la mitocondria

(Figura 58A). Paraflagellar rod es una proteína específica de flagelo y su localización en

mitocondria, al igual que TczPDE podría deberse a una contaminación de la fracción

con dicha organela. Contrariamente, la arginina quinasa se encontró principalmente en

la fracción soluble y también asociada a organelas mas pequeñas como ha sido

previamente observado (Pereira y col, comunicación personal).

Figura 58. Fraccionamiento
subcelular de TczPDE en
epimastigotes de T. cruzi. A, Ensayos
de Western blot sobre las distintas
fracciones del fraccionamiento
subcelular utilizando el antisuero
específico contra TczPDE (TczPDE) ,

B son un anticuerpo especifico contra la
proteína de flagelo, paraflagellar rod

5°° (PAR) y un anticuerpo especifico contra
¿oo la proteína arginina quinasa (ArK). F,

flagelo, Mi, mitocondria, LP, fracción
30° lisosomal pesada, LM, lisosomal
20° mediano, LL, fiacción lisosomal

liviana, MS, microsomas, S,
10° sobrenadante. B, Actividad

fosfodiesterasa de AMPc en las distintas

F Mi LP LM LL MS S fraCCÍOIIeS
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Resultados

La actividad fosfodiesterasa de AMPc medida en las distintas fracciones

concordó con los resultados obtenidos por Western blot (Figura 58B).



Resultados

14- Inmunolocalización de TczPDE en epimastigotes de T. cruzi

La localización subcelular de TczPDE en epimastigotes de T. cruzi se determinó

por utilizando de microscopía laser confocal. Para estos experimentos los epimastigotes

se adhirieron a portaobjetos, se fijaron con paraformaldehido y se penneabilizaron con

metanol frió. Los parásitos se incubaron con el antisuero específico contra TczPDE.

Como control de permeabilización se utilizó un anticuerpo específico contra a-tubulina.

La posición de los núcleos se determino utilizando DAPI. Con el anticuerpo anti­

TczPDE se observó una señal fiJerte asociada a la membrana plasmática (Figura 59) que

fue aún más intensa en el flagelo (Figura 59A, flechas blancas). Por otro lado, con el

anticuerpo anti-tubulina se observó una señal uniformemente distribuida en toda la

célula (Figura S9B). No se observo señal alguna cuando se utilizó el suero preinmune

(Figura 59C) o el anticuerpo secundario solo (datos no mostrados).

Para confirmar la asociación de TczPDE al flagelo, los epimastigotes fiieron

sometidos a dos tratamientos antes de ser fijados. En el primero las células fueron

suavemente permeabilizadas con buffer fosfato conteniendo l % Triton X-lOO para

liberar las proteínas citoplasmáticas (Godsel y Engman, 1999). Como muestra la figura

60A y B después de la permeabilización la mayor parte de la señal se encontró asociada

al flagelo. En el segundo tratamiento se prepararon citoesqueletos tratando las células

con bufl‘ers conteniendo NP-40 0,5 % como fire descripto por Esfeld y Gull (Esfeld y

Gull, 2001). En los citoesqueletos la señal de TczPDE permaneció asociada al flagelo

de la misma manera que la señal observada para la paraflagelar rod utilizada como

control de localización flagelar (Figura 60C y D). Estos resultados indican que TczPDE

se encuentra localizada en la membrana plasmática de T. cruzi y concentrada

principalmente en el flagelo.
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Figura 59. Inmunolocalización de TczPDE en epimastigotes de T. cruzi. Los epimastigotes se
adhirieron a portaobjetos, se fijaron con paraformaldehído y se permeabilizaron con metano] frío antes
de ser incubados con los distintos anticuerpos. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio
laser confocal. A, Antisuero contra TczPDE. B, Anticuerpo contra paraflagelar rod. C, Suero
preinmune. l, Contraste de fase (DIC). 2, Anticuerpo específico. 3, DAPI. 4, Imágenes 2 y 3
superpuestas. Las flechas señalan las regiones en donde la señal de TczPDE es más intensa.
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Figura 60. Asociación de TczPDE al flagelo de epimastigotes de T. cruzi. Para verificar la
asociación de TczPDE al flagelo los epimastigotes de T. cruzi fueron pretratados con detergentes antes
de ser fijados e incubados con el anticuerpo primario. A y B, Parásitos suavemente permeabilizados
con 1 % Triton X-lOO y revelados con el antisuero contra TczPDE. C, Citoesqueletos preparados
lavando las células con 0,5 % NP-4O y revelados con el antisuero contra TczPDE. D, Citoesqueletos
preparados lavando las células con 0,5 % NP-40 y revelados con el anticuerpo contra paraflagellar rod.
l, Anticuerpo específico. 2, DAPI. 3, Imágenes l y 2 superpuestas.
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Discusión

Discusión

Modulo I

En este se trabajo estudió y caracterizó TczAC, un nuevo miembro de la familia

de adenilil ciclasas de T. cruzi. Esta enzima presenta dos características únicas, es la

primera adenilil ciclasa regulada por Ca+2en este parásito, e interacciona con la proteína

de flagelo paraflagellar rod.

TczAC muestra todas las características de las adenilil ciclasa de

ttipanosomátidos. Presenta un único dominio catalítico altamente conservado y un

dominio amino-terminal variable. Presenta además una muy baja identidad con las

enzimas de mamíferos, encontrándose conservados sólo aquellos aminoácidos

necesarios para la actividad catalítica. Con respecto a la estructura de TczAC, esta

podria ser análoga a la previamente descripta para estas enzimas o diferenciarse de las

mismas por poseer un dominio transmembrana compuesto de tres pasos hidrofóbicos en

lugar de uno. En ambos casos, la estructura estan'a compuesta por un gran dominio

amino-terminal extracelular, un dominio transmembrana (de 1 o 3 pasos) y un único

dominio catalítico carboxilo-tenninal, siendo similar a la estructura de los receptores

guanilil ciclasa de membrana.

Por ensayos de Southern blot y PFGE se confirmó que TczAC es parte de una

gran familia de genes. El amplio repertorio de genes que codifican para adenilil ciclasas

en T. cruzi se corroboró por análisis in silico utilizando el genoma de este parásito

recientemente adquirido en el laboratorio. Los ensayos de Northern blot demostraron

que varias isoformas se expresan en el estadio epimastigote de este parásito. Así, si

estas enzimas actúan como receptores sensoriales, la multiplicidad de isoformas le

permitiría al parásito reconocer distintos ligandos o señales y responder a los mismos de

manera diferente, generando las respuestas necesarias para adaptarse a los cambios en el

ambiente.

Se ha reportado que el dominio catalítico de TcADCl, otra adenilil ciclasa de T.

cruzi, es capaz de complementar una cepa de E. coli carente de actividad adenilil
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ciclasa. En estas condiciones el dominio catalítico de TcADCl presenta actividad

adenilil ciclasa. En este trabajo se demostró que TczAC es capaz de complementar una

cepa de levaduras carente en actividad adenilil ciclasa. En este caso, el dominio

catalítico solo produjo una complementación parcial y la enzima entera fue necesaria

para una complementación total del fenotipo de la cepa. La enzima entera tuvo entre lO

y 15 veces mas actividad que el dominio catalítico, indicando que la proteína completa

es necesaria para alcanzar la máxima actividad enzimática.

Estudios bioquímicos demostraron que TczAC presenta una respuesta a los

cationes divalentes Mg”, Mn+2 y Zn+2 similar a la previamente descripta para las

adenilil ciclasas de mamíferos. La enzima es entre 8 y lO veces más activa con Mn+2

que con Mg‘i2y es fiJertemente inhibida por Zn”.

La inhibición por inhibidores del sitio P es otra caracteristica común de muchas

adenilil ciclasas. Este tipo de inhibidores se unen al sitio de unión al anillo de purina del

ATP e inhiben específicamente las adenilil ciclasas. En tripanosomátidos estos

compuestos sólo fueron ensayados para la enzima GRESAG 4.3 sobre la cual no

tuvieron efecto (Naula y col. 2001). De manera contraria, el inhibidor del sitio P,

2'deoxy-3'-AMP, fue capaz de inhibir la actividad de TczAC a una concentración que

se encuentra entre la reportada para mamíferos (Désaubry y col, 1996) y la reportada

para bacterias (Johnson y Shoshani, 1990). Estos resultados, y el hecho de que los

aminoácidos esenciales para la actividad catalítica de las adenilil ciclasas de mamíferos

se encuentran conservados en TczAC, sugieren un cierto grado de conservación en el

mecanismo catalítico de síntesis de AMPc.

Una característica particular de TczAC es que es activada por Cafl. Este

resultado es sumamente interesante ya que el Ca+2y el AMPc han sido las principales

señales descriptas en el proceso de diferenciación de tripanosomátidos (Rangel-Aldao y

col., 1988; Fraidenraich y col., 1993; Garcia y col., 1995; Ouassi y col, 1995; Rolin, y

col, 1993; Vasella y col, 1997; Stojdl y Clarke, 1996; Lammel y col, 1996). Más

interesante aún es el hecho de que la estimulación de TczAC por Ca+2 este

diferencialmente regulada en los distintos estadios de este parásito. La presencia de una

adenilil ciclasa activable por Ca+2también ha sido reportada en el parásito T. brucei.

Dicha enzima se expresa solamente en el estadio sanguíneo de este organismo. Existe
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así un claro entrecruzamiento entre las ambas vía de señalización en tripanosomátidos,

sin embargo, el mecanismo de activación por Ca‘i2todavía no es claro. Se observó que

el Ca+2 no compite con el Zn+2 y que de TczAC no puede ser estimulada por

calmodulina bovina, ni competida por el dominio de unión a calmodulina de la

CAMKII, indicando que la activación de TczAC por calcio es independiente de este

modulador. Considerando que la secuencia de TczAC carece de dominios involucrados

en la unión de Ca+2es posible postular la existencia de una proteína de unión a Ca+2

distinta de la calmodulina capaz de regular la actividad de esta enzima.

Hasta el día de hoy, muy poco se sabe del mecanismo catalítico de las adenilil

ciclasas de tripanosomátidos. Resultados obtenidos mediante ensayos bioquímicos de

enzimas de L. donovani (Sanchez y col., 1995) y T. brucei (Naula y col_, 2001) han

permitido proponer que estas enzimas podrían actuar como dímeros. Utilizando el

sistema de doble híbrido en levaduras se demostró la dimerización de TczAC através de

su dominio catalitico. Los resultados presentados sugieren que la dimerización sen'a un

mecanismo común de las adenilil ciclasas de tripanosomátidos que podría permitirles

adoptar una estructura similar a la al dominio catalitico de las adenilil ciclasas de

mamíferos, formado por la interacción de los dominios catalíticos CI y CII presentes en

la misma proteína.

Utilizando la técnica de rastreo por doble híbrido en levaduras se identificaron

distintas proteínas capaces de interaccionar específicamente con la adenilil ciclasa

TczAC. Debido a las caracteristicas de la biblioteca de expresión utilizada, inicialmente

sólo fiJeron identificados pequeños fragmentos de las proteínas que interaccionaban con

TczAC. Esto dificultó el análisis de los clones positivos ya la mayoría de ellos no

presentaban homología con proteínas de firnción conocida y carecían de dominios

funcionales dentro de la secuencia identificada. Recientemente, el acceso al genoma de

T. cruzi permitió identificar las secuencias genómicas correspondientes a dichos clones.

Se determinó que varios de ellos poseen dominios funcionales conservados y presentan

homologías con proteínas conocidas. El clon ll7 posee homología con proteínas de

unión a Cai2 que presentan dominios EF-Hand y proteínas de unión a calmodulina. Así,

aunque la secuencia aún no se encuentra completa, este clon resulta potencialmente

interesante ya que podn’a tener un papel importante en la regulación de la actividad de

TczAC mediada por calcio. Por otro lado, los clones 20 y 23 poseen varios dominios
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WD. Estos dominios se encuentran presentes en la subunidad [3 de las proteínas G,

dónde fueron inicialmente identificados, y en un gran número de proteínas con

funciones diversas. Excepto por los dominios WD, estos clones no presentan homología

de secuencia con subunidades GB. De la misma manera, la homología con las proteinas

descriptas en la Tabla V es baja ("25%) y restringida principalmente a los mismos

dominios. Nuevos experimentos serán necesarios para determinar la función de los

distintos clones y la relevancia de su interacción con TczAC.

Entre los clones identificados, el correspondiente a la paraflagellar rod file de

gran interés. Esto se debe a que la paraflagellar rod es una proteina que constituye una

estructura filamentosa única de tripanosomátidos, también llamada paralfagellar rod,

que se extiende a lo largo del flagelo en forma paralela al axonema (Figura 61; Landfear

y Ignatushchenko, 2001; Bastin y col., 1999; Maga y LeBowitz, 1999). El flagelo de

tripanosomátidos, inicialmente descripto como una organela sólo responsable del

movimiento, parece tener una función fiindamental en la transducción de señales en

estos organismos (Landfear y Ignatushchenko, 2001). Apoyando esta hipótesis, la

adenilil ciclasa ESAG4 de T. brucei es una de las proteinas de señalización localizada

en esta organela (Paindavoine y col, 1992). Así, la interacción de TczAC con la

paraflagellar rod podn’a indicar que esta adenilil ciclasa también se localiza

específicamente en el flagelo. De manera interesante, TczAC y ESAG4 son las únicas

adenilil ciclasas de tripanosomátidos que son activadas por calcio y que poseen una

regulación estadío específica. Además de esto, se ha reportado que gran parte de las

proteínas que unen calcio se encuentran específicamente localizadas en el flagelo y

también que la proteína paraflagellar rod es capaz de unir calmodulina de manera

dependiente de Ca”. Todos estos resultados permiten postular que el flagelo podría ser

una organela importante para el entrecruzamiento entre las vías de señalización por

AMPc y Ca”. Es posible pensar que la regulación de TczAC por este catión, y

probablemente la de ESAG4, podn’a estar mediada por la parflagellar rod. Aunque es

especulativo, este podn'a ser un nuevo mecanismo de regulación de las adenilil ciclasas.

Será necesario determinar si la paraflagellar rod actúa directamente, como un puente

para la interacción con otras proteínas, o solamente esta involucrada en el anclaje de

TczAC.
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A

Figura 61. Estructura subcelular del estadio epimastigote de T. cruzi. A, Estructuras subcelulares.B,
Microscopía electrónica de la estructura del flagelo. C, Esquema de las estructura del flagelo. PFR,
paraflagellar rod.

Por otro lado, se desarrolló un sistema heterólogo de expresión de TczAC en S.

pombe, el cual podría ser de gran utilidad para la identificación de inhibidores

específicos de esta y otras adenilil ciclasas. Se determinó que TczAC es capaz de

complementar una cepa de levaduras S. pombe carente de actividad adenilil ciclasa y

que la actividad de esta enzima puede ser determinada indirectamente por análisis de la

longitud celular, de la actividad galactosidasa y de la sensibilidad al 5’-FOA. Futuros

experimentos serán necesarios para correlacionar estas tres variables con la inhibición

de TczAC por compuestos específicos.
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Modulo II

Durante este trabajo también se identificó y caracterizó TczPDE, la primer

fosfodiesterasa de AMPc de T. cruzi. Esta enzima se encuentra localizada en la

membrana plasmática y concentrada en el flagelo, lo cual constituye una característica

única dentro de las fosfodiesterasas descriptas en tripanosomátidos.

El análisis de la secuencia nucleotídica del gen TczPDE sólo mostró homología

con los genes de fosfodiesterasas descriptos en T. brucei. De manera contraria, la

secuencia proteica de esta enzima mostró homología con todas las familias de

fosfodiesterasas de mamíferos. El análisis de la secuencia proteica de TczPDE demostró

que presenta un posible péptido señal, dos dominios GAF de unión a GMPc y un

dominio catalítico altamente conservado. Por secuencia y estructura TczPDE se

encuentra principalmente relacionada con las enzimas TbPDE2B y TbPDE2C (Rascon

y col., 2002; Zoraghi y Seebeck, 2002). Sin embargo, la organización genómica de la

misma es diferente a la del gen TbPDEZB (Rascon y col., 2002) en el cual dos genes

idénticos se encuentran ordenados en tándem, y análoga a la del gen 7bPDE2A, el cual

presenta el gen NHPZ/RSó río abajo (Zoraghi y col., 200]). Estos resultados indicarían

que TczPDE comparte un on'gen evolutivo común con las fosfodiesterasas de la familia

TbPDE2 de T. brucei.

Ensayos de Southern blot y PFGE demostraron que TczPDE es parte de una

familia multigénica. Los resultados obtenidos por análisis de secuencias genómicas

confirman la presencia de una familia de genes de fosfodiesterasas en T.cruzi e indican

que la misma está compuesta por un número de isoformas menor que la familia de

adenilil ciclasas. La presencia de múltiples isoformas también fue observada por

ensayos de Northern blot. Estos resultados correlacionan con lo reportado para T. brucei

en donde dos familias de fosfodiesterasas han sido identificadas (Seebeck y col., 2001).

Por ensayos de complementación en levaduras se demostró que el gen TczPDE

codifica para una fosfodiesterasa funcional. La enzima recombinante expresada en

levaduras se encontró fuertemente asociada a la membrana. Esta presentó una alta

afinidad por el AMPc y no fiJe capaz de hidrolizar GMPc. La actividad fue entre 2 y 3
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veces mayor en presencia de Mn+2que de Mg+2e insensible al Ca”, a la calmodulina y

a los compuestos fenotiazínicos indicando que no es regulada por este modulador.

Durante las últimas décadas, los inhibidores específicos de fosfodiesterasas han

sido ampliamente utilizados para el tratamiento de muchas enfermedades. En T. brucei,

algunos de estos inhibidores son capaces de bloquear la proliferación de los parásitos en

cultivo (Zoraghí y Seebeck, 2002; Zoraghí y col., 2001). Así, la búsqueda de

compuestos que sean capaces de bloquear la actividad de las fosfodiesterasas de AMPc

en T. cruzi es de gran interés ya que podn’an ser utilizados como una terapia alternativa

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. De los distintos inhibidores ensayados

sobre TczPDE, sólo el dipin'damole mostró una inhibición a bajas concentraciones. La

papaverina, el EHNA, y el vinpocetine fueron inhibidores débiles de la enzima,

mientras que el [BMX el rolipram, la teofilina y el zapn'nast no inhibieron

significativamente la actividad de la misma.

Como fiie mencionado previamente, TczPDE presenta dos dominios GAF de

unión a GMPc en su extremo amino-terminal. Sin embargo, y en forma análoga a las

enzimas de la familia TbPDEZ de T. brucei, el GMPc no tiene ningún efecto sobre la

actividad de esta enzima (Rascon y col., 2002, Zoraghí y col., 2001). Distintas

evidencias sugieren que los dominios GAF tendrían otras fimciones además de la unión

de GMPc. Se ha demostrado que estos dominios son capaces de unir AMPc en

Anabaena (Kanacher y col, 2002) y se ha sugerido que también podn’an unir otras

moléculas (Torphy, 1998; Mehats y col., 2002). Recientemente, también se ha reportado

que estos dominios están involucrados en la dimen'zación de fosfodiesterasas de

mamíferos de las familias PDE2, 5 y 6 (Martínez y col., 2002; Muradov y col., 2003).

En un fiituro, sen'a interesante determinar si estos dominios tendrían una función similar

en TczPDE.

La presencia de múltiples fosfodiesterasas y el gran número de adenilil ciclasas

descriptas en tripanosomátidos indica que la multiplicidad de los componentes de la vía

del AMPc tiene un papel fundamental en la regulación de este camino de señalización.

La presencia de múltiples isofonnas con distintas propiedades regulatorias y distintos

patrones de expresión permite a una célula responder de manera diferente a una amplia

gama de señales extracelulares (Schwartz, 2001; Houslay y Milligan, 1997). El hecho
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de que TczPDE sea parte de una familia multigénica y que no sea soluble ni esté

regulada por Ca+2-calmodulina., corno la actividad previamente descripta en este

organismo (Tellez-Iñon y col., 1985), apoyaría esta hipótesis.

Otra consecuencia importante de la multiplicidad de isoforrnas es la posibilidad

de compartimentalización de las mismas. Muchas evidencias sugieren que el AMPc

actúa a través de gradientes locales o microdominios (Zaccolo y col., 2002; Zaccolo y

Pozan; 2002; Rich y col., 2001). La regulación espacio-temporal de este segundo

mensajero permite a la célula producir una respuesta específica y restringida sin generar

efectos secundarios no deseados. Para generar una respuesta local es necesaria la

formación de complejos de señalización locales y la distribución subcelular específica

de las distintas isofonnas. En mamíferos, esto es llevado a cabo principalmente por la

distribución diferencial de la PKA y las fosfodiesterasas de AMPc. La PKA se

encuentra anclada a distintas organelas a través de las AKAPs lo cual le permite un

efecto localizado (Felicello y col., 2001; Colledge y Scott, 1999). Por otro lado, la

distribución de las distintas isoforrnas de fosfodiesterasas permite la formación de una

señal local limitando la difiJsión del segundo mensajero a otras regiones de la célula. En

tn'panosomátidos, la localización flagelar de ciertas adenilil ciclasas (Paindavoine y col.,

1992) indicaría que la compartimentalización también tendria un papel importante el la

señalización mediada por AMPc. Sí esto es así, distintas fosfodiesterasas deberían

presentar distintos patrones de distribución dentro del parásito. La localización de

TczPDE en la membrana y la presencia de otra/s isoformas solubles en T. cruzi apoyan

esta hipótesis (Tellez-Iñon y col., 1985; este trabajo). Aún más interesante es el hecho

de que TczPDE se encuentra concentrada en el flagelo. Estos resultados junto con lo

observado para TczAC aportan una evidencia más de que el flagelo posee una función

crucial en la señalización mediada por AMPc. La presencia de adenilil ciclasas y

fosfodiesterasas de AMPc en esta organela podrian permitir sintetizar localmente el

segundo mensajero y limitar su difusión, generando así una señal de AMPc localizada.

Nuevos experimentos serán necesarios para confirmar esta hipótesis y demostrar la

importancia fisiológica de las señales locales de AMPc en T.cruzi.
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Conclusiones

En este trabajo se caracterizó la adenilil ciclasa TczAC.

Se determinó que TczAC está altamente conservada con las adenilil ciclasas

previamente descriptas en tripanosomátidos y posee todas las características de

las mismas.

Se determinó que TczAC es una enzima funcional, capaz de complementar

una mutante de levaduras S. cerevissiae deficiente en actividad adenilil ciclasa.

Se demostró que TczAC responde los cationes divalentes Mg”, Mn+2y Zn+2

de la misma manera que las adenilil ciclasas de mamíferos.

Se determinó que TczAC es estimulada por Ca‘“2en forma calmodulina

independiente

Se demostró la existencia de una regulación diferencial por Ca+2 de la

actividad adenilil ciclasa en distintos estadios del ciclo de vida de T.cruzi.

Se estudió la expresión de TczAC a lo largo del ciclo de vida de T. cruzi,

determinándose que este gen se expresa a en todos los estadios del parásito.

Se determinó que TczAC dimeriza a través de su dominio catalítico.

En ensayos de doble híbrido en levaduras se identificaron posibles reguladores

intracelulares de TczAC.

Se desarrolló un sistema heterólogo en S. pombe para la búsqueda de

inhibidores especificos de TczAC.

Se identificó en gen TczPDE que codifica para una la primer fosfodiesterasa

de AMPc de 71cruzi.
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Se determinó que TczPDE está altamente conservada con las PDEs descriptas

en tn'panosomátidos y que presenta una homología significativa con las PDEs

de mamíferos.

Mediante ensayos de complementación en levaduras S. cerevissiae deficientes

de actividad fosfodiesterasa de AMPc se demostró TczPDE es una enzima

funcional TczPDE.

Se determinó que la proteína expresada en levaduras se asocia fuertemente a

membrana.

Se demostró que TczPDE es una fosfodiesterasa específica de AMPc, más

activa en presencia de Mn+2que de Mg+2e insensible a Ca‘i2y calmodulina.

Se obtuvo un antisuero policlonal que reconoce la proteína recombinante

TczPDE en bacterias y una única banda de tamaño esperado en T.cruzi.

Se verificó la presencia de TczPDE en la membrana de las levaduras por

ensayos de Western blot.

Se determinó que la proteína se encuentra fiJertemente asociada a la membrana

y sólo puede ser liberada con urea.

Por ensayos de fraccionamiento subcelular se observó que TczPDE colocaliza

con la proteína de flagelo paraflagellar rod.

Se determinó la presencia de TczPDE en la membrana de epimastigotes de T.

cruzi por microscopía laser confocal.

Se demostró la asociación de TczPDE al flagelo de T. cruzi por tratamientos

de permeabilización y preparación de citoesqueleto.
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