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RESUMEN



Toxoplasma gondii es una parasito intracelular obligado y un patégeno humano de
importancia. Dos formas replicativas son la caracteristica principal del ciclo asexual
de éste parasito: uno de replicacion répida (el taquizoito) y otro de division lenta (los
bradizoitos enquistados). El proceso que permite la interconversion entre taquizoitos
y bradizoitos es central para la patogenicidad y duracion de la infeccion. Todavia no
estan claramente comprendidos los mecanismos que regulan este proceso de
diferenciacion. La induccion del desarrollo del estadio bradizoito in vitro se asocia
con varios tipos de estresores, estimulos que son conocidos también como inductores
de la expresion de proteinas de choque térmico (HSPs). Las HSPs son un enorme
grupo de proteinas que se asocian en forma transiente con intermediarios de plegado
de proteinas nacientes o también con proteinas desnaturalizadas, con el objeto de
evitar la agregacion. In vivo, la proteina Hsp90 tiene un rol fundamental en la
maduracion de componentes de numerosas vias de transduccion de sefales.

El objetivo de esta tesis fue identificar factores asociados con la diferenciacion del
parasito. Nuestros estudios se centraron en el andlisis del perfil de expresion y la
regulacion durante el desarrollo de la proteina Hsp90 de 7. gondii en tres tipos de
parasitos, la cepa RH AUPRT, la cepa cistogénica ME49 vy un clon derivado de esta
ultima, PK todas utiles para estudios de diferenciacion in vitro. Nuestros resultados
muestran que el transcripto y nivel proteico de Hsp90 se ven incrementados ante
condiciones de estrés y de diferenciacion del pardsito a bradizoito. Estudios de
microscopia confocal e inmunofluorescencia revelaron que la proteina Hsp90 esta
presente en el citoplasma de taquizoitos y en el citoplasma y ntcleo de bradizoitos
maduros, lo cual, sugiere una correlacion entre la localizacion subcelular y los dos
estadios asexuales de desarrollo. Para caracterizar el papel de la proteina Hsp90 en la
diferenciacion a bradizoito, se estudiaron mutantes de 7. gondii incapaces de
desarrollar a bradizoitos. Bajo condiciones de diferenciacion a bradizoitos éstos
parésitos mostraron un patrén de localizacion celular equivalente al observado en
taquizoitos. Se utilizd una droga capaz de unirse e inhibir la funcion de Hsp90, la
geldanamicina, la cual, bloqued la conversion de taquizoito a bradizoito y también el
camino inverso. Estos resultados sugieren un papel crucial para la proteina Hsp90
durante el cambio de estadio. Se sabe, a partir de estudios realizados sobre la

maduracion de los receptores de esteroides, que la proteina Hsp90 no actua sola,
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sino, que lo hace en asociacion con variadas co-chaperonas (Hip, Hsp40, Hop, P23).
Estas proteinas se unen a la proteina Hsp90 y se organizan en sub-complejos
discretos, cada uno conteniendo un grupo diferencial de co-chaperonas. En el
genoma de 7. gondii pudimos encontrar varias co-chaperonas pertenecientes a la
extensivamente estudiada, “maquinaria” chaperona de las proteinas Hsp90/Hsp70.
Se clonaron las proteinas Hip y P23, las cuales, una vez expresadas nos permitieron
obtener anticuerpos policlonales que las reconozcan. Por ensayos de co-
inmunoprecipitacion se pudo determinar que Hip y P23 interacttian con la proteina
Hsp90. Ambas co-chaperonas colocalizan intracelularmente con Hsp90 en el estadio
taquizoito. En el estadio bradizoito solamente P23 colocaliza con Hsp90,
manteniéndose Hip excluida del nucleo. También se clonaron y caracterizaron

preliminarmente las co-chaperonas Hop y Hsp40.

Palabras clave:
Toxoplasma

Proteinas de choque térmico
Hsp90

Localizacion nuclear
Desarrollo

Co-chaperonas
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Characterization of Toxoplasma gondii Hsp90 and co-chaperones and their

involment during parasite development

Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite and an important human
pathogen. Two replicative forms characterize the asexual cycle of the protozoan
parasite Toxoplasma gondii: rapidly growing tachyzoites and slowly dividing
encysted bradyzoites. This process of tachyzoite—bradyzoite interconversion 1is
central to the pathogenesis and longevity of infection. The mechanisms that regulate
the transition between these two stages are not clearly understood. However, stress
inducers that also activate heat shock protein expression can trigger formation of
bradyzoites in vitro. A large and diverse group of proteins, known as chaperones,
transiently associate with protein folding intermediates or proteins needing to be
refolded after stress, to prevent aggregation, but in many cases the specific functions
of individual chaperones are no still clear. /n vivo, Hsp90 (heat shock protein 90)
plays a key role in the maturation of components of signal transduction pathways. In
order to identify molecular factors associated with parasite differentiation, in this
thesis it was studied the association of the 7. gondii Hsp90 with the modulation of
parasite differentiation and response to stress stimuli using RH AUPRT parasites and
the cystogenic strain ME49, as well as, a clone derivative of that strain, PK. Our
results show that Hsp90 transcript and protein levels increase under stress or
bradyzoite differentiation conditions. Moreover, fluorescence microscopy studies
revealed that Hsp90 is present in the cytosol of tachyzoites and both in the nucleus
and cytosol of mature bradyzoites, suggesting a correlation between its subcellular
organization and these two developmental stages. To further characterize the role for
Hsp90 in bradyzoite differentiation, 7. gondii tachyzoite mutants that are defective in
differentiation showed the same staining pattern as tachyzoites under differentiation
conditions. In addition, geldanamycin, a benzoquinone ansamycin antibiotic capable
of binding and disrupting the function of Hsp90, blocked conversion both from the
tachyzoite to bradyzoite and the bradyzoite to tachyzoite stage, suggesting an critical
role for this protein in the regulation of stage interconversion. These results thus
suggest that Hsp90 may play a role in stage switch. It is known from studies on

steroid hormone receptor maturation that Hsp90 does not act alone but in association
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with several different co-chaperones. These co-chaperones bind to Hsp90 and

organize it into discrete subcomplexes, each containing a different set of co-
chaperones. In 7. gondii genome we could find several co-chaperones members of
the extensively studied Hsp90/Hsp70 based chaperone machinery. Hip and P23
proteins were cloned, sequenced and expressed in order to obtain specific polyclonal
antibodies against them. Furthermore, co-immunoprecipitation assays show that Hip
and P23 interact with Hsp90 but not between them, suggesting that Hip belongs to
early/intermediate Hsp90 complexes (also interacts with Hsp70), and P23 to mature
complexes. Both co-chaperones colocalize with Hsp90 at tachyzoite stage. While, at
bradyzoite stage only P23 colocalize with Hsp90, Hip is located mainly out of
nucleus. Also we cloned and made preliminary characterization of Hop and Hsp40

co-chaperones.

Keywords:
Toxoplasma

Heat shock proteins
Hsp90

Nuclear localization
Development

Co-chaperones
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ToXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular obligado descrito por primera
vez en 1908 por Nicolle y Manceaux en Africa del Norte y por Splendore en Brasil.
La designacién de la especie deriva del roedor Ctenodactylus gondi de Africa del
Norte, del cual este parasito fue aislado, y el nombre del género viene de la palabra
griega toxon que significa “arco” refiriéndose a la forma de media luna del organismo.

Toxoplasma pertenece al phylum Apicomplexa, que consiste en parasitos
intracelulares que tienen una estructura celular polarizada caracteristica y un arreglo
complejo del citoesqueleto y de sus organelas en su extremo apical [1]. Otros
miembros de este phylum incluyen los patdogenos humanos Plasmodium (causante de
la malaria) y Crystoporidium asi como también los patdgenos de animales como

Eimeria (causante de la coccidiosis en pollos) y Sarcocystis.

Ciclo de vida

El Toxoplasma tiene capacidad de infectar y replicarse dentro de cualquier
célula nucleada de tejidos de todas las especies de mamiferos y aves examinadas [1,

2].
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Figura 1.1: Diagrama del ciclo de vida de 7. gondii. Los componentes sexuales y asexuales del ciclo de vida son
potencialmente independientes. En particular, la fase asexual puede tedricamente ciclar entre hospedadores intermediarios ad
infinitum. No se conoce el grado al cual las porciones sexuales y asexuales del ciclo completo se mantienen una a la otra en la

naturaleza.
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T. gondii presenta ciclos de multiplicacion sexual en el intestino del gato y de otros
felinos salvajes (hospedadores definitivos), y un ciclo de multiplicacion asexual en
mamiferos, incluido el hombre, y aves (hospedadores intermediarios). Durante el curso de
su ciclo, este pardsito presenta tres estadios: el esporozoito (dentro de ooquistes)
caracteristico de la multiplicacion sexual, el taquizoito (en vacuolas parasitéforas
intracelulares) y el bradizoito (en quistes tisulares intracelulares), ambos caracteristicos de
la multiplicacion asexual. Estos tres estadios estan relacionados en un complejo ciclo de

vida (Fig. 1.1).

El ciclo sexual se inicia cuando un miembro de la familia felina ingiere ooquistes del
medio ambiente o tejidos infectados con quistes conteniendo bradizoitos (Fig. 1.1). Las
enzimas proteoliticas del estdbmago y del intestino delgado disuelven la pared de los
quistes, liberando los esporozoitos o bradizoitos que infectan las células epiteliales del
intestino delgado del felino y algunos pasan al estadio de taquizoito. Por otro lado algunos
parasitos comienzan a multiplicarse por esquizogonia y luego inician la formacion de los
gametocitos o elementos sexuales, que evolucionan a microgametocitos (del tipo
masculino) y macrogametocitos (del tipo femenino), mientras que otros se diferencian a
bradizoitos para luego formar los quistes tisulares. Los microgametocitos sufren una serie
de divisiones nucleares [3] y dan lugar a 22 microgametas flageladas, las cuales nadan
hacia las macrogametas maduras para fertilizarlas y formar los zigotos. Luego de la
fertilizacion, se forma la pared del ooquiste con cinco capas alrededor del parasito [4]. Las
células epiteliales infectadas se rompen y descargan los ooquistes dentro del lumen
intestinal los cuales terminan siendo excretados junto con las heces del felino. En este
punto, los ooquistes son inmaduros y no son infectivos. Una vez que entran en contacto
con la atmosfera, completan la meiosis produciendo, luego de un par de dias, la
esporulacion que conduce a la formacion de esporozoitos, convirtiéndose asi en altamente
infectivos, pudiendo sobrevivir en el ambiente por varios meses y posiblemente hasta afios.
Cualquier animal de sangre caliente que ingiera esos ooquistes infectivos se convierte en
un hospedador para el ciclo asexual.

En el hospedador intermediario y también en el felino, luego de la ingestion de quistes
tisulares u ooquistes, se produce la infeccion de las células epiteliales intestinales (Fig.

1.1). Los bradizoitos o esporozoitos liberados, respectivamente, se diferencian a
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taquizoitos (Fig. 1.2). Este estadio se encuentra durante la fase aguda de la toxoplasmosis.
Ellos se replican dentro de una vacuola parasitofora intracelular (Fig. 1.3B) con un tiempo
de generacion de 6 a 8 horas (in vitro) durante el cual se acumulan de 64 a 128 parésitos
por célula [5], desencadenando la lisis de la célula huésped, aunque in vitro se comprobd
que en ciertas condiciones el egreso del parasito al medio extracelular podria ocurrir
también por el mismo mecanismo que el de entrada a la misma [6]. Los taquizoitos libres
pueden infectar virtualmente cualquier célula nucleada que encuentren, y continuar la
replicacion intracelular dispersandose por todos los tejidos del hospedador. Si no son
controlados por el sistema inmune, los taquizoitos son altamente virulentos y causan una
toxoplasmosis generalizada cuyos efectos son siempre fatales [7]. Entonces, la induccion
de la respuesta inmune mediada por células T y la resistencia al estadio de taquizoito es un
paso clave en el ciclo de vida del 7. gondii, ya que determina la supervivencia del
hospedador y la del parasito mismo. Luego de que el animal infectado desarrolla una
inmunidad efectiva, los taquizoitos se diferencian a bradizoitos, forma del parasito que
presenta una multiplicacion lenta que es esencialmente inactiva e inocua. Los bradizoitos
sobreviven dentro de quistes tisulares (Fig. 1.4) que estan aislados del sistema inmune del
hospedador por la pared quistica, que estd compuesta principalmente por productos
derivados del tejido del hospedador. Estos quistes comienzan a aparecer alrededor de los 7
a 10 dias luego de la infeccion y definen el estadio cronico del ciclo asexual. Estos quistes
se encuentran principalmente en el sistema nervioso central y tejido muscular, en donde
residen durante toda la vida del hospedador [8].

Luego de la ingestion de quistes tisulares en carne cruda o mal cocida
proveniente de un hospedador crénicamente infectado, como se menciono arriba, los
bradizoitos liberados infectaran el epitelio intestinal del préximo hospedador susceptible y
se diferenciaran al estadio de taquizoito para completar asi el ciclo asexual. Los
componentes sexual y asexual del ciclo de vida son potencialmente independientes; en
particular, la fase asexual puede tedricamente ciclar entre hospedadores intermediarios ad
infinitum. Lo expuesto en estos parrafos esta ampliamente descrito en la bibliografia, y

recientemente por Hill y col. [9].

Morfologia y caracteristicas
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El taquizoito

El T. gondii es un miembro de los Alveolados porque posee un complejo de
membrana interna que consiste en vesiculas membranosas aplanadas que se ubican justo
por debajo de la membrana plasmatica [10]. En los Apicomplexa, esta estructura
trimembrana es discontinua en el extremo anterior, en el microporo situado lateralmente, y
en el poro que se encuentra en el extremo posterior. El taquizoito posee las organelas
celulares clasicas: ntcleo, mitocondria, reticulo endopldsmico, aparato de Golgi y
ribosomas, y ademas por tener que invadir células y desarrollarse en forma intracelular,
posee un numero de organelas secretorias reguladas: las micronemas, las roptrias y los
granulos densos (Fig. 1.2 y 1.3). Las roptrias son estructuras secretorias, que consisten
cada una en un cuello anterior angosto que se extiende dentro del interior del conoide, y
una parte posterior con forma de saco. Las micronemas son estructuras con forma de
baston que aparecen mayoritariamente en el extremo apical del parésito. Los granulos
densos tienen una localizacion mas generalizada dentro de la célula. Cada compartimento
tiene su propio complemento de proteinas cuya funcidn es consistente con el momento de
su liberacion.

El citoesqueleto del 7. gondii es un complejo de estructuras que han evolucionado
aparentemente para proveer una integridad estructural, para dirigir una secrecion
polarizada y para permitir que el parasito pueda deslizarse a través de las superficies e

invadir células hospedadoras [11-13].

El taquizoito tiene una forma de media luna, con un tamafo aproximado de 4 a § pm
de largo por 2 a 4 pm de ancho [14], y presenta un extremo anterior puntiagudo (conoidal)
y un extremo posterior redondeado (Fig.1.3C). Este estadio del parasito posee una tasa de
multiplicacion rapida dentro de cualquier célula del hospedador intermediario y en el
hospedador definitivo en células que no sean epiteliales intestinales. Los taquizoitos se
encuentran en la célula hospedadora dentro de una vacuola parasitéfora intracelular (Fig.
1.3B), en donde se multiplican asexualmente mediante endodiogenia repetida, una forma
especializada de reproduccion en la cual dos progenies se forman dentro del pardsito
materno, consumiéndolo [15]. La célula hospedadora se rompe cuando ya no puede
soportar el crecimiento de los taquizoitos, los cuales quedan liberados al medio
extracelular e invaden células adyacentes. Esta multiplicacion rapida del parasito es

caracteristica de la fase aguda de la infeccion.
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El bradizoito

Es la forma proliferativa lenta del pardsito que se multiplica dentro de un quiste
tisular. Los quistes tisulares crecen y permanecen en el citoplasma de la célula
hospedadora a medida que los bradizoitos se dividen por endodiogenia. Los quistes en
general son esféricos y varian en tamano: los jovenes pueden medir 5 pm de didmetro y
contener solo 2 parasitos, mientras que los mds viejos pueden contener cientos de
organismos y medir hasta 100 um (Fig. 1.4) [16, 17]. Se localizan principalmente en
tejidos neurales y musculares, incluyendo cerebro, ojos y musculo esquelético y cardiaco
[18], pero también pueden localizarse en 6rganos viscerales. Los quistes tisulares pueden
permanecer durante toda la vida del hospedador sin causar una repuesta inflamatoria. La
aparicion y la persistencia de los quistes son caracteristicas de la fase cronica de la
infeccion.

La morfologia del bradizoito es muy semejante a la del taquizoito aunque es mas
pequefio: mide aproximadamente 7 por 1.5 pm. El bradizoito tiene el ntcleo situado hacia
el extremo posterior, contiene granulos de amilopectina que constituirian una reserva
energética [18] y son menos susceptibles a la destruccion por enzimas proteoliticas que los

taquizoitos [19].

Figura 1.4: Quiste tisular de 7. gondii en cerebros de ratones. Quiste tisular liberado del cerebro de un
raton. Notar la pared del quiste (flecha) envolviendo cientos de bradizoitos. Impresion sin teiiir.
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El esporozoito

A nivel estructural, el esporozoito es similar al taquizoito, excepto que hay mayor
abundancia de micronemas, roptrias y granulos de amilopectina. Este estadio es el
resultado de la reproduccion sexual del paréasito que ocurre en las células epiteliales del
intestino del gato. Cada ooquiste contiene dos esporoquistes, los cuales a su vez

contienen cuatro esporozoitos cada uno (Fig. 1.5) [20].

Figura 1.5: Ooquistes de 7. gondii. A. Ooquiste sin esporular. Notar la masa central (esporonte) que ocupa la mayoria del
ooquiste. B. Ooquiste esporulado con dos esporoquistes. Se visualizan cuatro esporozoitos (flechas) en uno de los esporoquistes.
C. Micrografia electronica de transmision de un quiste esporulado. Notar la fina pared del ooquiste (flecha larga), dos

esporoquistes (flechas cortas) y esporozoitos, uno de los cuales esta cortado longitudinalmente (flecha pequeiia) [1].
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Interconversion taquizoito-bradizoito

El taquizoito es la forma proliferativa del parasito, mientras que el bradizoito es la
forma de divisién lenta que aparece y se enquista luego de una fuerte respuesta
inmunologica del hospedador. La interconversion entre taquizoito y bradizoito no solo
juega un papel pivote en el establecimiento de la infecciéon cronica (taquizoito-
bradizoito), sino que también es responsable de la reactivacion de la enfermedad

(bradizoito-taquizoito).

Diferenciacion bradizoito-taquizoito

Gracias a los anticuerpos monoclonales especificos de los estadios parasitarios, se
pudo analizar la cinética de conversion de bradizoitos a taquizoitos in vitro [21, 22]. La
diferenciacion de bradizoito en taquizoito pasa por estados intermediarios que co-
experimentan antigenos especificos de los dos estadios [21]. In vivo, el pasaje de
bradizoito a taquizoito se evidencia al bloquear el IFN-y [23]. En estudios de cultivos
celulares infectados los bradizoitos demostraron convertirse espontaneamente a
taquizoito, y viceversa, siendo la tasa de conversion dependiente de la cepa. Por ejemplo
la cepa de baja virulencia Me49 muestra una tasa de conversion a bradizoito mucho mas
alta que la cepa virulenta RH [24]. Dado que la cepa RH muestra una gran capacidad de
lisis celular, lo cual podria estar afectando la formacién de quistes para esta cepa, se
analizo6 el efecto del afiadido de pirimetamina o IFN-y, ambos inhibidores del 7. gondii,
al medio de cultivo observandose un incremento en el nimero de quistes [24-26]. Sin
embargo, estos analisis demostraron que mas que incrementar la tasa de conversion, solo

se previno la destruccion de la monocapa de células permitiendo la formacién de quistes.

En estudios realizados con lineas de macréfagos murinos se observd que la
presencia de IFNy en el medio incrementaba la expresion de antigenos de bradizoitos
correlacionando con la induccién de aparicion de oxido nitrico (NO) [25]. Similarmente,
cuando los taquizoitos son crecidos en células con la cadena mitocondrial no funcional se

incrementa la expresion de antigenos de bradizoito [25, 27].
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Diferenciacion taquizoito-bradizoito

La transformacion espontdnea de taquizoitos en bradizoitos se puede observar en
cultivos celulares y conduce a la formacién de quistes in vitro. Varios estudios
demostraron este desarrollo, ya sea por su visualizacion por microscopia electronica [28-
30] o con anticuerpos monoclonales especificos de estadio [21, 22, 26]. La conversion
estd asociada con cambios morfologicos y moleculares bioldgicos, incluyendo la
expresion de antigenos estadio-especificos y alteraciones en el metabolismo [31, 32]. Los
estudios usando anticuerpos monoclonales (mAc) para la expresion de proteinas estadio-
especificas durante la conversion in vitro, demostraron que la conversion de estadio
dentro de una misma vacuola parasitofora es asincronica y la expresion de proteinas
especificas de bradizoito es jerarquica en parasitos que sufrian conversion de estadio [21].
Como un primer avance en el conocimiento de las sefiales y eventos moleculares que
inducen la conversion de taquizoito a bradizoito, Soete y col.[24], observaron “in vitro”
que la diferenciacion de taquizoito a bradizoito se indujo por modificacion de las
condiciones de cultivo induciendo choque térmico o aplicando condiciones alcalinas,
todas condiciones que parecen basarse en una induccién de estrés en el pardsito:
incrementando el pH de 6.8 a 8.1, cambiando la temperatura de 37°C a 43°C y tratando
con arsenito de sodio.

Los inhibidores de la funcién mitocondrial y los inductores de estrés oxidativo
también han demostrado inducir el enquistamiento in vitro [24, 25]. Se han identificado
varias proteinas de superficie, enzimas y proteinas de choque térmico (HSP) estadio-
especificas [33-35].

La caracterizacion bioquimica de ambos estadios reveld que existen diferencias en el
metabolismo de carbohidratos [31, 36]. La presencia de granulos de amilopectina en
bradizoitos pero no en taquizoitos, apoya aun mas estas diferencias. Estas diferencias
estarian asociadas con el ciclo de 4cidos tricarboxilicos y el camino de fosforilacion
oxidativa [37]. También se ha demostrado que los bradizoitos poseen una ATPasa del

tipo P que est4 ausente en taquizoitos [38].
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Toxoplasma gondii y regulacion génica

La caracterizacion de genes y proteinas que se expresan en los diferentes estadios es
esencial para comprender los mecanismos por los cuales este parasito se ha convertido en
un patogeno intracelular altamente exitoso. El andlisis de la expresion génica en
taquizoitos y bradizoitos ha avanzado en los ultimos afios a partir del proyecto genoma.
Asimismo, mucho se ha avanzado con la finalizacion de proyectos genomas de varios
apicomplexas. De esa manera se pudo comprobar en forma general la existencia de
factores de transcripcion asociados al complejo transcripcional de pre-inicio [39, 40]. Sin
embargo, resulto sorpresiva la falta de factores de transcripcion especificas en estos
parasitos [41, 42]. Resulta paraddjico que dado el complejo ciclo de vida de estos
organismos, no se encuentren evidencias de factores de trascripcion para una regulacion
fina de la expresion diferencial de genes. Esto podria estar indicando la presencia de
factores de transcripcion irreconocibles debido a una alta divergencia en su secuencia
primaria respecto a los ya conocidos en otras especies. Ejemplo de esto es la proteina
PfMyb, relacionada a la familia del grupo triptofano, que demostrd estar asociada a
diferentes promotores de genes del parasito, y su interferencia por dsRNA produce alta
mortalidad del parasito durante la transicion de trofozoito a esquizonte [43]. Por otro lado
se sugirid, que de la misma manera que ocurre en Plasmodium donde control de la
regulacion de la transcripcion tiene lugar también por mecanismos epigenéticos, esto
podria ser cierto para el resto de los apicomplexa {Meissner M, Soldati D, 2005}. En
relacion a este ultimo aspecto, es conocido que en 7. gondii existen todas las familias de
histonas y enzimas intervinientes en el remodelado de la cromatina conocidas en

eucariotas superiores [44-46] que permitirian éstos mecanismos.

Toxoplasmosis e importancia de la reactivacion toxoplasmica

Un aspecto importante en la patogénesis de la toxoplasmosis es la reactivacion de la
enfermedad, es decir, la transicion de la forma latente de bradizoito a la forma activa de
taquizoito. La infeccion activa adquirida en el individuo ocurre por periodos muy cortos

pasando a su forma latente a partir de aproximadamente los 7 dias de infeccion. Este
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periodo activo es generalmente asintomatico. Posteriormente el huésped
inmunocompetente mantiene el estado latente en forma cronica a lo largo de su vida sin
alterar aparentemente su calidad de vida. Diferente es cuando el individuo pasa a un
estado de inmunodepresion ya sea causada por una terapia (inmunosupresores,
corticoides), hemopatia maligna (leucemia), sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) o por desordenes linfoproliferativos, que puede resultar en la reactivacion de T.
gondii. La reactivacion puede ocurrir en una variedad de tejidos, pero el sistema nervioso
central es el sitio de mayor importancia clinica dado que la replicacion descontrolada del
parasito puede llevar a la encefalitis toxoplasmica (ET). Esto es debido a que los
bradizoitos revierten a taquizoitos que rapidamente proliferan en astrocitos y microglia
[47, 48] generando focos de necrosis tisular en el sitio inicial del quiste tisular. En
ausencia de tratamiento, esta reactivacion resulta casi siempre fatal.

Similarmente, la primoinfeccion (o reactivacion de una infeccion latente) durante el
embarazo puede producir la infeccion congénita del bebe en gestacion, produciendo
serias complicaciones, como ser abortos espontaneos. Sin embargo, mas del 67% de las
infecciones fetales son generalmente asintomaticas en el nacimiento pudiendo reactivarse
la infeccion incluso después del afio de vida, generalmente produciendo lesiones oculares
o involucrando al sistema nervioso en general. Si a los niflos con infecciones congénitas
sin tratamiento se les hace un seguimiento hasta la adultez, se observa el desarrollo de
incapacidades de aprendizaje o visuales a lo largo de su crecimiento [49, 50]. Por lo
tanto, si no se los trata, la toxoplasmosis congénita puede resultar una enfermedad severa

y hasta fatal [51].

Si bien se han definido claramente los aspectos morfoldgicos para ambos estadios,
se sabe muy poco de los mecanismos y sefiales que inducen la diferenciacion. Para esto
es necesario caracterizar los genes y proteinas que se expresan durante el desarrollo y
diferencialmente en los distintos estadios. El andlisis de la expresion génica en
taquizoitos y bradizoitos ha avanzado en los ultimos afios a partir del proyecto genoma
EST [52, 53]. Existen alrededor de 16.000 EST incluyendo 3.000 solo para bradizoitos
[54]. Sin embargo, es evidente que se requiere de estudios a nivel de proteina para

conocer el papel de estos genes, como también de otros con expresion diferencial.
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PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Las proteinas de choque térmico (Hsps) son una familia de proteinas las cuales son
expresadas constitutivamente en altas cantidades hecho que se ve incrementado cuando
una célula esta sujeta a condiciones de estrés [55] del tipo fisicas (temperatura elevada,
shock osmotico o de pH, irradiacion por rayos UV) o fisiologicas (isquemia-reperfusion,
carencia nutritiva, infecciones virales, hemorragias, fiebre elevada). En estas condiciones
la expresion de algunos genes se apaga, mientras que la de unos pocos se estimula en un

fenomeno denominado respuesta al choque térmico (heat shock response) o al estrés.

Regulacion de la expresion de las HSPs

La respuesta de choque térmico, descubierta en 1964 en Drosophila exponiendo a
moscas a temperaturas subletales [56], esta caracterizada por la trascripcion preferencial
de un reducido grupo de genes que codifican para proteinas especificas, las Hsp (heat
shock proteins, o proteinas de choque térmico), igualmente denominadas proteinas de

estreés.

Los genes Asp estan regulados por una familia de factores de transcripcion llamados
HSFs. En vertebrados se han descrito 4 factores de transcripcidon pertenecientes a la
familia de la HSFs, de los cuales el factor HSF-1 es el miembro mas predominante [57].
El factor HSF-1 es una molécula compleja que presenta varios dominios: un dominio de
activacion de la trascripcion en la region amino terminal, un dominio de uniéon al ADN en
la regién carboxilo terminal, y un dominio de la trimerizacion que media la
polimerizacién homdloga, revisado en [58, 59]. Bajo condiciones normales, los factores
HSF-1 existen inactivos en el citoplasma o en el nicleo como mondmeros [59]. Se
reportd que esta represion a varios niveles es mantenida por la interaccion de factores
HSF-1 unidos a complejos multichaperona conteniendo Hsp90 o a chaperonas
individuales [60, 61], estando este incapacitado de unirse al ADN en forma estable. La
activacion de HSF-1 es un proceso que le permite alcanzar un estado competente el cual

esta caracterizado por una hiperfosforilacion en multiples serinas [62-65]. Ante
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condiciones de estrés, el complejo se disocia, las proteinas HSF-1 forman trimeros los
cuales translocan al ntucleo donde son fosforilados por proteinas de la familia de las

proteinquinasa C (PKC).
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Adaptado de Arrigo AP, MEDECINE/SCIENCES 2005

Figura 1.6. Activacién transcripcional de los genes codificantes para las HSPs. Las proteinas
presentan varios estados de plegamiento y formas nativas y agregadas. Bajo condiciones de choque
térmico, la concentration de glébulos de proteinas agregadas aumenta. Estos glébulos son reconocidos
por las Hsc70 y Hsp90, formando complejos mas estables con estos agregados que los que forman con
los factores de transcripcion HSF-1. Una vez libres estos factores trimerizan y translocan al nicleo e
interaccionar con los motivos HSE (elemento de choque térmico), ubicados en los promotores de genes
que codifican para las Hsps, necesarias para re-plegar las proteinas agregadas, y a su vez, interactuar
negativamente con los HSF-1 manteniéndolos inactivos en el citoplasma.

Una vez activados, los factores HSF-1 ganan la capacidad de unirse al ADN en
forma especifica a su elemento “enhancer” de respuesta a choque térmico (HRE),
comprendido por una serie de al menos tres repeticiones invertidas del pentanucleotidos
nGAAn, activando la transcripcion de los genes Asp [66] (Figura 1.6). Existe una amplia
diversidad de inductores de la respuesta de estrés, justamente agentes que producen la
desestabilizacion del correcto plegado de proteinas, la destruccion de estructuras
celulares. Una observacion interesante en este sentido es el hecho de que Ia

microinyecciéon dentro del citoplasma celular de proteinas desnaturalizadas, induce la
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neosintesis de Hsps [67]. Siendo probable que HSF-1 se active por la presencia de
proteinas mal plegadas a las que la proteina Hsp90 junto con su complejo de co-
chaperonas se unen dejando liberado a dicho factor [59] (Figura 1.6). En estas
condiciones en las que la proteinas se encuentran mal plegadas, comienzan a aparecer en
la superficie de las mismas sitios que no se encuentran expuestos en estados nativos y si
lo estan en estados no nativos, residuos hidrofobicos o cargados que a su vez, posibilitan
la interaccion con otros residuos hidrofobicos o cargados provenientes de otras proteinas
mal plegadas formando de esta manera, agregados proteicos. Estos agregados son
altamente deletéreos para la célula. Las chaperonas y en especial las HSPs tienen la
capacidad de reconocer estos sitios expuestos en las proteinas. Como resultado de la
activacion en la expresion de las HSPs, éstas se unen a las proteinas desnaturalizadas
preservandolas hasta la finalizacion del estrés, promoviendo por un lado, la rapida
degradacion de las proteinas dafiadas con su posterior eliminacion de la célula o
permitiendo su re-solubilizacion e induciendo en esas células una tolerancia al estrés [68,
69]. Esta exposicion de residuos hidrofobicos o cargados no se da solamente durante
instancias de estrés, también ocurren fisioldgicamente en el transcurso de la sintesis de
polipéptidos, ensamble de péptidos o de su transporte a través de membranas, o en los
cambios estructurales producidos durante el funcionamiento normal de complejos
proteicos. Todo el conocimiento de estas actividades enumeradas proviene de
innumerables estudios in vivo e in vitro que permitieron verificar la existencia de familias
de proteinas con actividad chaperona dentro de las cuales las HSPs ocupan un espacio
preponderante. Las HSPs estan altamente conservadas dentro de los tres dominios
filogenéticos (Bacteria, Archea y Eucarya) lo que sugiere un papel vital de éstas y otras
chaperonas moleculares. Las proteinas de choque térmico son clasificadas en familias
como HSP seguidas de un nimero que indica su peso molecular aparente en kilodaltons

(kDa) determinados por SDS-PAGE. A continuacion se detallan algunas caracteristicas

de las HSPs (Tabla 1).
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Chaperonas
Hsp100

Hsp90

Hsp70

Hsc70

Hsp40

Hsp27

Hip

Hop

P23

CHIP

Referencias
[70, 71]

[72, 73]

[74]

[75]

[76]

[81]

Funciones

Esenciales para la supervivencia celular bajo condiciones
extremas y en la adquisicion de termotolerancia, promoviendo
la desagregacion de las proteinas ante el calor

Proteina expresada constitutivamente. Se estimula su expresion
en condiciones de estrés. Chaperona ATP-dependiente
importante en la recuperacion de proteinas mal plegadas, y en
la maduracion, transporte intracelular y actividades regulatorias
de los receptores nucleares de hormonas asi como también de
factores de trascripcion y proteinas quinasas involucradas en la
transduccion de sefiales y el control de la expresion génica.
Cumple estas funciones celulares formando heterocomplejos
proteina-Hsp90 en una maquinaria multiproteica junto a la
Hsp70. También se reportd su importancia en la restitucion del
estado competente de proteinas mutadas.

Su expresion se induce en condiciones de choque térmico,
jerarquicamente implicada en el replegado de proteinas
(complejo Hsp70-sustrato) luego de un estrés en su forma
ATP-dependiente. Interactia con Hsp90 y es esencial para el
ensamblado de los heterocomplejos proteina-Hsp90.

Proteina de la familia Hsp70, constitutivamente expresada; no
siendo estimulada por choque térmico. Es una chaperona ATP-
dependiente implicada en el replegado de proteinas en una
célula no estresada.

De expresion constitutiva, pero estimulada en condiciones de
estrés. Interacciona con proteinas mal plagadas. Presenta el
polipéptido a re-plegar a la Hsc70/Hsp70. Estimula la hidrolisis
del ATP asociado a la Hsc70/Hsp70.Componente de los
heterocomplejos proteina-Hsp90.

De expresion constitutiva, pero estimulada en condiciones de
estrés Actividad chaperona ATP-independiente. Forma
estructuras oligoméricas con proteinas mal plegadas: inhibe la
agregacion y permite la presentacion de estas proteinas a la
Hsp40. Estimula la degradacion ubiquitina-dependiente de
ciertas proteinas.

Co-chaperona estabilizante de la forma ADP de Ila
Hsc70/Hsp70.  Componente de los  heterocomplejos
proteina-Hsp90.

Une via sus dominios TPR independientes las Hsc70/Hsp70
con Hsp90, para la conformacion de los heterocomplejos
proteina-Hsp90.

Co-chaperona estabilizante de heterocomplejos
proteina-Hsp90, uniéndose a la conformacion ATP-dependiente
de Hsp90.

Via su dominio TPR se une a Hsc70, Hsp70 o Hsp90. Su
interaccion con Hsc70/Hsp70 produce la degradacion
proteasoma-dependiente de un sustrato

23

Tabla 1.1: Principales HSPs y co-chaperonas implicadas en multiples funciones de
homeostasis celular.
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Renaturalizacion de proteinas.

En la figura (Figura 1.7) se resumen las diferentes etapas en la renaturalizacion
de proteinas luego de un choque térmico (revisado por [82]). Los polipéptidos
desnaturalizados en el curso de un estrés que presentan sitios hidrofoébicos en su
superficie son reconocidos por la proteina Hsp40, hecho que a su vez permite la
aparicion en el complejo de la Hsp70. En esta etapa la Hsp70 engloba a la proteina
uniendo ADP. La renaturalizacion de la proteina sustrato necesita ademas la
incorporacion al complejo de co-chaperonas tales como, Hip (por “Hsp70 interacting
protein”), Hop (por “heat shock organizing protein”) y la proteina Hsp90. La maquinaria
de re-plegamiento de la proteina sustrato necesita para activarse el intercambio del
nucledtido ADP asociado a la Hsp70 por ATP. En el caso de proteinas que se translocan a
través de la mitocondria, ademds de la Hsp70 son necesarias para la recomposicion al
estado nativo, las denominadas chaperoninas Hsp60/Hsp10 (el andlogo procariota de
GroEL/GroES). Cuando el sistema se satura por la apariciéon masiva de proteinas para re-
plegar, aparece un mecanismo de almacenamiento provisorio de las mismas por parte de
unas estructuras oligoméricas formadas por proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular (por ej. la familia sHSPs/a-cristalina) que conformarian unos reservorios
intermediarios de re-plegamiento [83] que dirigirian a las proteinas sustratos a la

maquinaria de re-plegamiento.

Acoplamiento chaperonas-degradacion de proteinas

Con la aparicion de proteinas mal plegadas luego de un estrés celular, las
mismas pueden ser re-plegadas o dirigidas a la via de degradacién, siendo probablemente
mas rentable y menos peligroso para la célula degradar y sintetizar nuevamente una
proteina altamente desnaturalizada, que iniciar un proceso de re-plegado con un costoso
gasto de ATP. Via la proteina CHIP (“‘carboxy terminus of Hsc70 interacting protein”), se
realiza una conexion entre la Hsp70 y el sistema de degradacion [84] (Figura 1.7).
Mediante el dominio TPR (repeticiones de tetratricopeptidos) de la co-chaperona CHIP,

esta puede interaccionar con la Hsp70 y Hsp90, ademas contiene el dominio U-box que

contiene la actividad ligasa €3 de la ubiquitina. CHIP también es una proteina estimulada
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por choque térmico. Luego de la ubiquitinizacidén las proteinas son degradadas por un

complejo proteico portador de actividades proteoliticas, el proteasoma 26S.
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Figura 1.7: Maquinaria molecular de re-plegado de proteinas desnaturalizadas y su acoplamiento
con el sistema de degradacion proteasomal. A. Re-plegamiento de proteinas alteradas durante sucesos
de estrés celular. Las proteinas agregadas exponen superficies hidrofobicas las cuales son reconocidas por
la Hsp40, que via su dominio J forma un complejo con la Hsp70 que en su forma unida a ADP, engloba a
la proteina. Esta renaturalizacién necesita de co-chaperonas como Hip y Hop y de la Hsp90, y del
reemplazo de ADP por ATP. Hay condiciones en donde el sistema se satura de proteinas a re-plegar, estas
se almacenan en un reservorio transitorio formado por las estructuras oligoméricas de sHsps del tipo
Hsp27, para luego entrar en los procesos de re-plegado. B. Acoplamiento de las vias de re-plegado y
degradacion ubiquitina-proteasoma. Bajo condiciones en que las proteinas estan seriamente afectadas, son
procesadas preferencialmente mediante una via que involucra a la proteina CHIP, el acoplamiento de
ubiquitina y la degradacion via el proteasoma 26S.

HSPs y desarrollo

La diferenciacion in vivo al estadio bradizoito de 7. gondii es una respuesta
relacionada con estrés del parasito en respuesta a condiciones ambientales tales como la
respuesta inflamatoria del huésped al estadio taquizoito. La induccion del desarrollo al
estadio bradizoito in vitro estd asociada con cambios en la temperatura, el pH y la
exposicion a otros estresores factores que también son conocidos como inductores de la
activacion de las HSPs [24, 58, 85]. Actualmente no queda ninguna duda que las HSPs no
estan solamente restringidas a la respuesta al estrés, si no que también estdn reguladas
durante el desarrollo, teniendo importantes funciones durante el mismo. En protozoa fue

posible establecer una conexion entre HSPs, desarrollo y supervivencia intracelular. Por
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ejemplo, la Hspl100 de Leishmania donovani muestra un crecimiento rapido durante el
desarrollo de amastigotes axénicos [86]. Se asoci6 a las HSPs de Leishmania chagasi con
la capacidad de sobrevivir a un estrés oxidativo pudiendo jugar éstas proteinas un papel
en la transicion de promastigote a amastigote [87]. La proteina Hsp90 de L. donovani
actia como un “termometro celular” en la progresion de este parasito desde el
hospedador insecto hacia el mamifero, controlando al mismo tiempo la respuesta al
choque térmico y la diferenciacion morfologica [88]. Al mismo tiempo se observo que la
proteina Hsp90 de Plasmodium falciparum es una proteina esencial durante el estadio de
crecimiento dentro de los eritrocitos humanos [89]. La Hsp60 de 7. gondii podria jugar
un rol importante en la induccion del metabolismo respiratorio estadio-especifica [35]. En
el trabajo de Weiss y colaboradores [90] se muestra que la sobre-expresion de la Hsp70
de T. gondii es estimulada por las mismas sefales que inducen el desarrollo al estadio
bradizoito. En este sentido se obtuvieron resultados comparables con quistes “in vivo” en
un modelo de reactivacion toxoplasmica murino usando anti-y-interferéon [23]. Todos
estos datos nos sugieren que la Hsp70 podria estar involucrada en ambos procesos el
desarrollo de taquizoito a bradizoito y de bradizoito a taquizoito. En el caso de Hsp90
también se estudid sus funciones en el desarrollo en una gran variedad de organismos
[91-93]. En Plasmodium yoelii [93] se observo una localizacién nuclear de la proteina
Hsp90 dependiente de estadio, esto sugirié que la proteina podria, de esta manera, estar

transduciendo senales necesarias para el desarrollo del parésito.

HSPs en la regulacion de la respuesta inmune

En los ultimos afios se ha comenzado a reconocer la importancia y el rol central
de las HSPs en la modulacion del sistema inmune como respuesta a infecciones y
procesos tumorales [94]. En el marco del trabajo realizado para esta tesis doctoral,
también se estudiaron las propiedades inmunoestimulatorias de la proteina de

Leishmania Infantum perteneciente a la familia de la Hsp90, LiHsp83 (ver Apéndice)
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HSP90

La proteina de choque térmico (Hsp) 90 es una de las proteinas mas abundantes
en células no estresadas (1-2% del total de proteinas citosolicas) [72, 95-98]. Dentro de
las HSPs Hsp90 tiene una actividad altamente selectiva en células estresadas y no
estresadas, donde esta chaperona es responsable de procesos esenciales en el control del
crecimiento y diferenciacion celular. Si bien es importante en la recuperacion de
proteinas mal plegadas, actualmente se cree que Hsp90 se une principalmente mas a una
gama restringida de sustratos, que indiscriminadamente a cualquier proteina mal plegada,
especializandose en estabilizar regiones metaestables, tales como bolsillos moleculares
donde se unen ligandos, manteniéndolos en una posicion “receptora” que a su vez impida
el colapso o agregacion de estas proteinas sustratos (a veces denominadas proteinas
“clientes”) [99]. Su accionar se centra en la maduracion, transporte intracelular y
actividades regulatorias de los receptores nucleares de hormonas asi como también de
factores de trascripcion y proteinas quinasas involucradas en la transduccion de senales y
el control de la expresion génica, ciclo celular, apoptosis, cancer, respuesta al estrés,
inmunidad en plantas, desarrollo y hasta evolucion [72, 97, 100]. La proteina Hsp90 se
demostro esencial en tres especies eucariotas ampliamente usadas como modelos
experimentales: Saccharomyces cerevisiae, Schizoccharomyces pombe, y Drosophila
melanogaster [101-104]. La proteina Hsp90 demostr6 tener un papel critico en evitar la
entrada a la via de degradacion a proteinas quinasas de cdc2, Mikl y Swel en
Sacharomyces cerevisiae spp., siendo importante en la regulacion del ciclo celular de la
levadura [101]. Mutaciones en los genes de la familia Hsp90 (Hsp82, Hsc82 de S.
Cerevisiae) afectan completamente el crecimiento de la levadura [105]. Mutaciones
puntuales en la proteina Hsp90 de Drosophila melanogaster en homocigosis
demostraron ser letales [102]. La inhibicion de la actividad de la proteina Hsp90 en
embriones de zebrafish produce una serie de alteraciones somaticas indicando un
requerimiento de Hsp90 para el desarrollo en este organismo [106]. La presencia de
mutaciones en el gen que codifica para la proteina Hsp90 de Caenorhabditis elegans
produce afecciones en la viabilidad larval, desarrollo y fertilidad [107].

En mamiferos, cerca de 100 proteinas “clientes” estan reguladas por Hsp90. En
la mayoria de los casos estas proteinas sustrato fueron identificadas por experimentos de

co-inmunoadsorcion, co-existiendo en heterocomplejos citosélicos con Hsp90. Estos
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heterocomplejos sustrato-hsp90 se forman en un proceso dependiente de ATP, por accion
de una maquinaria chaperona basada en un complejo multiproteina Hsp90/Hsp70, el cual
hasta ahora es conocido como ubicuo entre las células de los reinos animal y vegetal
[72].

Hsp90 es una chaperona cuya funcionalidad es dependiente de ATP y de su
actividad ATPasa. Alin cuando la actividad ATPasa de esta proteina es muy baja en su
version humana, comparada con las de su correlatos en hongos o bacterias, esta actividad
es altamente estimulada por la unién de co-chaperonas y sustratos [108]. Asi la union de
Hsp90 a sus sustratos puede ser selectivamente inhibida por antibidticos del grupo de las
anasamicinas-benzoquinonas (geldanamicina y sus derivados) y radicicol, las cuales se
unen a la proteina interactuando con su bolsillo de unién a ATP con mucha mas afinidad
que la que tiene por el propio ATP [109]. El tratamiento de las células con este inhibidor,
altera la funcién y/o el recambio de las proteinas que se unen a Hsp90 [110]
dirigiéndolas a la degradacion proteasomal [111, 112], esto puede ser utilizado como
herramienta para el andlisis de las funciones de Hsp90 y la identificacion de sus

proteinas “clientes”.

Estructura

Hsp90 contiene tres dominios altamente conservados: un dominio N-terminal
de 25 kDa, un dominio intermedio de 35 kDa y un dominio C-terminal de dimerizacién
de 12 kDa (Figura 1.8). En eucariotas Hsp90, contiene una region cargada entre el
dominio N-terminal y el resto de la molécula (Figura 1.8), esta zona es mas divergente
entre las distintas especies analizadas, variando principalmente en tamafio y composicion
y si es indispensable para viabilidad en levaduras [113]. Es ampliamente conocida la
estructura tri-dimensional del dominio N-terminal [109, 114, 115]. Estos estudios
cristalograficos determinaron que el dominio N-terminal contiene el sitio de unidén para
el ATP, el cual simultineamente permite la unién de antibidticos del grupo de las
ansamicinas-benzoquinonas. Este dominio tiene similitud estructural con otras proteinas
como la DNA girasa B, la topoisomerasa dependiente de ATP, y actualmente se puede

agrupar a esta proteina, junto con la quinasa de histidinas y la proteina MutL (enzimas
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reparadoras de “mismatch” en el ADN), dentro de la novel superfamilia de
ATPasas/quinasas GHKL las cuales poseen un tipo de plegado para unir ATP, poco
convencional [116]. Todas las mutaciones estudiadas que producen una deficiencia en la
union de ATP o su hidrélisis anulan la funcion de Hsp90 in vivo e in vitro [117-119]. Se
demostrd que la asociacion transiente de dos dominios N-terminal, de un homodimero de
Hsp90, ocurre en una forma ATP dependiente [96, 120]. Mediante estudios bioquimicos
y analogias mecanisticas con las proteinas diméricas de la familia GHKL se pudo sugerir
que la proteina Hsp90 posee un mecanismo del tipo “abrazadera” dirigida por una
actividad ATPasa similar a la encontrada en la DNA girasa y MutL [96, 121] (Figura
1.8).

A Dominio de aminoacidos
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Union de ATP ‘L Dimerizacion
B BN C |-veevo
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ATP

Abierto Cerrado

Figura 1.8: Dominios estructurales de la proteina Hsp90.A. Disposicion de dominios en la Hsp90, N:
dominio N-terminal; M: dominio medio; C: dominio C-terminal. B. Modelo “abrazadera” dirigido por ATP.
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También se pueden encontrar rasgos de importancia en el dominio medio de la
proteina, tal como se report6d en levaduras [122]. Teniendo en cuenta que el dominio
N-terminal por si solo, no tiene actividad ATPasa [118], mediante estudios
estructurales y funcionales, se pudo determinar que el dominio medio de Hsp90
contiene un “loop” catalitico que puede servir de aceptor del fosfato y del ATP [122]
(Figura 1.8B). Asi Hsp90 comparte esta caracteristica, de hidrolizar ATP en un
dominio adyacente al dominio de union al nucleétido, con el resto de las proteinas
GHKL [116, 122].

Para cada dominio N y C-terminal de Hsp90 se maped un sitio de union a
sustratos [123, 124], indicando que la proteina contiene dos sitios chaperona
independientes. También se reportd que el dominio medio tiene capacidad de unir
sustratos tales como, Akt, la NOS endotelial y p53 [125-127] (Figura 1.8A). Las
similitudes estructurales y mecanisticas que se encontraron entre Hsp90 y la ADN
girasaB sugieren que el dominio medio también estaria involucrado en la union de
proteinas “clientes” [122].

El dominio C-terminal responsable de la homodimerizacion de Hsp90, es
crucial para las actividades in vivo de la proteina y para el desarrollo del mecanismo
“abrazadera” ATP-dependiente de la misma. La eliminacion de este dominio,
compromete tanto la viabilidad en levaduras [113, 128], como la capacidad de hidrolizar
ATP [96].

En el extremo del dominio C-terminal de Hsp90 citosolica, se encuentra un
pentapéptido conservado MEEVD (Figura 1.8A), el cual puede ser reconocido por co-
chaperonas que contengan dominios de repeticiones de tetratricopeptidos (proteinas
TPR) [129-132]. Al mismo tiempo, los ultimos 8 residuos aminoacidicos del extremo C-
terminal de la proteina Hsp70 GPTIEEVD, también son capaces de interactuar con los

dominios TPR de una manera similar a la que lo hace la proteina Hsp90 [132].
Hsp90 y proteinas clientes
Las hasta ahora conocidas proteinas “clientes” de Hsp90 incluyen, las quinasas

de tirosinas transmembrana HER-2/neu, el receptor del factor de crecimiento epidérmico

(EGFR), MET Yy el receptor del factor de crecimiento similar de insulina-1 (IGF-1R),
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proteinas de sefializacion metaestables (Akt, Raf-1 e IKK), proteinas de senalizacion
mutadas (p53, Kit, Fit3 y v-src), proteinas de sefializacion quiméricas (NPM-ALK, Ber-
Abl), receptores de esteroides (receptores de androgenos, estrogenos, glucocorticoides) y
reguladores del ciclo celular (cdk4, cdk6), revisado en [72, 133]. Es interesante que en el
caso de IKK, Hsp90 controla a ésta proteina en dos niveles, en la inducibilidad de su
actividad enzimatica y en su biogénesis [134].

La proteina Hsp90 es regulada por proteinas denominadas co-chaperonas, las
cuales participan en una serie ordenada de complejos multi-proteina dindmicos que estan
conectados con el ciclo ATPasa de Hsp90 [72, 135, 136]. Las proteinas “clientes” de
Hsp90 se unen a ella en su estado libre de nucledtido, un estado “abierto” accesible a la
captura del ligando cuando los dominios N-terminal se encuentran separados (Figura
1.8B). Asi se forman complejos intermediarios que contienen a las co-chaperonas
Hsp70, Hsp40, Hip y Hop (heterocomplejos tempranos). Con la union del ATP, se
produce un cambio conformacional que promueve la asociacion transiente de los
dominios N-terminal de Hsp90 generando el estado “cerrado” el cual rodea a la proteina
“cliente” (Figura 1.8B) [120]. Después de la union del ATP, Hsp90 forma un complejo
maduro que contiene a las proteinas P23 y las inmunofilinas (heterocomplejos tardios)
las cuales catalizan la maduracion conformacional (estado competente) de las proteinas
“clientes” [72] (Figura 1.9).

Si bien existe suficiente evidencia que avala este mecanismo de “abrazadera
molecular” acoplada a ATP [96, 121], resulta claro que también es esencial la accion
coordinada de las ya nombradas co-chaperonas y la Hsp70 para que se lleve a cabo el
ciclo chaperona de Hsp90 dirigido por ATP [72, 95-98]. Uno de los mejores casos
estudiados hasta la fecha, es el de la accion de Hsp90 sobre la actividad de los
receptores de esteroides. Pareciera ser que Hsp90 conforma complejos con todas las
proteinas de sefializacion a las que modula usando la misma maquinaria multiproteica
que regula la funcion de los receptores de esteroides [137], modulando tanto a la
quinasa de tirosinas Fes como al “heat shock transcription factor Hsfl”. Asi el estudio
del ensamblado de receptor de esteroides-Hsp90 en lisados de reticulocitos llevo a
reconocer un sistema minimo de 5 proteinas intervinientes: Hsp90, Hsp70, Hop, P23 y
Hsp40, las cuales trabajan en conjunto para producir los heterocomplejos con actividad

de unidn de esteroides [72].
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En un inicio los receptores de esteroides se unen a la Hsp70 (Hsc70), Hip y la Hsp40 en
una reaccion dependiente de ATP para formar un complejo inicial
receptor-Hsp70-Hip-Hsp40, Hip actiia estabilizando el estado ADP de la proteina Hsp70
en el complejo, y previniendo entonces la liberacion de la proteina cliente,
antagonizando con Bag-1 [138]. A continuacién el receptor es transferido a la forma
“abierta”, libre de nucledtido de la Hsp90, esta etapa es inducida por la co-chaperona

Hop con su dominio TPR (Figura 1.9, complejo intermedio).

Complejo
temprano

Complejo
maduro

Crecimiento
Apoptosis
Desarrollo tumoral

Diferenciacion i /
=T

Figura 1.9. Ciclo chaperona de la maquinaria Hsp90/Hsp70. El ciclo chaperona de esta maquinaria, es un
proceso dinamico en cudl las proteinas clientes se unen a la Hsp90 en un complejo temprano el cudl contiene las
co-chaperonas Hsp70, Hsp40, Hip y Hop. Co-chaperonas como Bag-1 y CHIP impiden la entrada de las proteinas
clientes en este ciclo ya sea, estimulando la liberacion del ADP unido a la Hsp70 (esencial para la union de
péptidos) o promoviendo la ubiquitinacion y posterior degradacion de estos sustratos, respectivamente. Luego de la
unién y posterior hidrolisis de ATP, la Hsp90 forma complejos maduros conteniendo las proteinas P23 e
inmunofilinas (IF), los cuales catalizan la maduracion conformacional de las proteinas clientes de la Hsp90. La
geldanamicina (GA), inhibidor especifico de la funcion de la Hsp90 uniéndose al bolsillo N-terminal de unién de
ATP de la Hsp90 e impidiendo la unién e hidrélisis de ATP, estanca a la Hsp90 dentro de complejos tempranos. La
proteina cliente es subsecuentemente ubiquitinada (posiblemente por la ubiquitina ligasa E3) y dirigida al
proteasoma para su degradacion
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Hop puede unir simultdneamente a las proteinas Hsp90 y Hsp70 mediante distintos
dominio TPR que contiene (este mecanismo sera detallado mas adelante) [132] y a
modo de plataforma mediar la asociacion de esta dos chaperonas moleculares. Ademas
de unirse al péptido C-terminal MEEVD de Hsp90, Hop también es capaz de interactuar
fisicamente con el dominio N-terminal de Hsp90, lo cual resulta en la inhibicion de la
actividad ATPasa de Hsp90. Se cree que esta inhibicion se produce previniendo la
asociacion de los dominios N-terminales del dimero requerida para la hidrolisis del
ATP, y no impidiendo la union de los nucledtidos [121, 131].

Es interesante que luego del accionar de Hop, importante en la transferencia de
la proteina “cliente” desde Hsp70 a Hsp90, aparecen en escena las otras dos clases de co-
chaperonas P23 y las proteinas TPR denominadas inmunofilinas (por ej. FKBP5I,
FKBP52 y Cyp40) las cuales entran en el complejo en lugar de Hop (Figura 1.9,
complejo maduro). P23 interactia con Hsp90 cuando esta unida a ATP [139, 140] via el
dominio N-terminal de Hsp90 [141], y probablemente estabiliza el estado cerrado de
Hsp90 (Figura 1.8B) prolongando la unién de la proteina cliente, por depresion de la
actividad ATPasa. El reclutamiento de P23 requiere la asociacion de los dominios N-
terminal del dimero Hsp90 [114, 140], esto es contrarrestado por Hop que previene esta
asociacion [99, 142]. Es de destacar que en este contexto la inmunofilina FKBP52, la
cual presenta una actividad peptidilprolil isomerasa, potencia la maduracion del receptor
de glucocorticoides [72, 143]. Asi se observa que P23 y las inmunofilinas actian juntas
en el complejo Hsp90 [95, 99, 144]. Teniendo en cuenta que las inmunofilinas forman
parte de los heterocomplejos de Hsp90 en forma simultanea con la proteina P23 [95, 99,
144] (Figura 1.9), y que Hop es desplazada de Hsp90 por las inmunofilinas debido a que
compiten por el mismo sitio de uniéon (mediante el dominio TPR que poseen) en el
extremo C-terminal de Hsp90 [131], se sugiere que actuarian como transformadoras de
complejos intermediarios a complejos maduros [95, 99] (Figura 1.9). Mientras que las
inmunofilinas tienen un muy bajo efecto estimulatorio sobre la actividad ATPasa de
Hsp90 [145, 146], la co-chaperona Ahal es capaz de estimular esta actividad [146, 147],
y ambas co-chaperonas pueden actuar en forma sinérgica [146]. Finalmente, luego de la
hidrolisis del ATP, las proteinas “clientes” y las co-chaperonas se disocian de Hsp90,

quedando habilitada asi para iniciar un nuevo ciclo (Figura 1.9).



Introduccion 34

Las proteinas quinasas, pertenecen a una extensa clase de proteinas “clientes”
de Hsp90, las cudles requieren la estabilizacion otorgada por la misma previa la
recepcion de la sefal apropiada. Durante este periodo, las proteinas son mantenidas en
un estado inactivo, el cual es propenso a la desnaturalizacion, de una manera similar a la
observada para los receptores de esteroides [95, 97]. Por otro lado, a diferencia de lo que
ocurre con los receptores de esteroides, donde es Hop quien recluta a proteinas “clientes”
unidas a Hsp70, en el caso de la proteinas quinasas esta accion es llevada a cabo por otra
co-chaperona la proteina Cdc37 [72, 95-98]. Cdc37 es capaz de unirse simultaneamente
a Hsp90 y a las proteinas “clientes” [148-150]. Esta co-chaperona se une a las proteinas
“clientes” via su dominio N-terminal [148, 149], por otro lado al no contener ningun tipo
de dominio TPR, compite con Hop por un sitio de unién en Hsp90, obviamente por otra
via [151]. Fue necesario conocer la estructura cristalografica del nticleo del complejo
Hsp90-Cdc37 [152], para conocer que, a diferencia de la interaccion de Hop con el
dominio C-terminal de Hsp90, es el dominio C-terminal de Cdc37 el que se une al estado
abierto del dominio N-terminal de Hsp90, lo cual aparentemente previene las
alteraciones conformacionales criticas para la actividad ATPasa de la misma [151].
Ambas co-chaperonas actuarian como ‘“cargadoras” de proteinas “clientes” en los
complejos Hsp90, manteniendo separados los dos dominios N-terminales (“abrazadera”
abierta), facilitando de esta manera, la carga. Asi fue como recientemente se sugirido que
ambas proteinas no son incompatibles, mas bien actiian en forma cooperativa en la carga
de los distintos tipos de proteina clientes en el sistema de Hsp90 [98, 144, 153].

Luego de su formacion los complejos maduros de Hsp90 difieren, segin sea el
tipo de proteina “cliente” unida. Los complejos quinasas-Hsp90 selectivamente unen
Cdc37, tal es el ejemplo de src, cdk4 y raf [154-156], mientras que los complejos de
factores de transcripcion-Hsp90 unen principalmente inmunofilinas con dominios TPR
[157]. Esta seleccion se da porque las proteinas quinasas se unen mediante su dominio
catalitico con Cdc37 [148, 155] y a su vez, se observd que los complejos receptores de
esteroides-Hsp90 unen inmunofilinas TPR que directamente se unen al mismo tiempo
con los mismos factores de transcripcion del complejo [158, 159].

Finalmente es de destacar que la maduracion del receptor de glucocorticoides

(GR) es también dependiente de la acetilacion de la proteina Hsp90, regulada por la
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proteina deacetilasa (HDAC6), de tal modo que la proteina Hsp90 acetilada esta
impedida de formar el heterocomplejo-Hsp90 [160, 161].

CO-CHAPERONAS

Dominios TPR y proteinas con dominios TPR

Se demostr6 que las proteinas contenedoras de dominios con repeticiones de
tetratricopéptidos (TPR) estan involucradas en procesos reguladores del ciclo celular,
control de la transcripcion, importacion de proteinas y transduccion de senales [162]. Los
dominios TPR contienen entre 1 a 16 repeticiones en tandem de 34 residuos
aminoacidicos. Se sugiri6é que el tamafo usual, de un dominio, es de tres repeticiones de
TPRs, debido a que es el nimero normalmente encontrado entre las proteinas TPR para
obtener un dominio funcional, de esa manera, cuando se encuentran mas repeticiones
habria mas dominios funcionales. Las proteinas TPR mejor estudiadas y caracterizadas
hasta el momento, son aquellas involucradas en la maduracion de los heterocomplejos
Hsp90. Asi fue como se pudo determinar la estructura cristalografica de varias proteinas
TPR asociadas al sistema Hsp90. Esta lista incluye a la protein-fosfatasa 5 (PP5) [163],
Hop [132] y las inmunofilinas Cyp40 [164], FKBP51 [165] y FKBP52 [166]. Estas
proteinas poseen entre uno y tres dominios TPR. Los estudios estructurales permitieron,
primero para PP5 [163] y luego para las demas, demostrar que estos dominios adquieren
una estructura helicoidal canodnica. En esta estructura canonica cada repeticion de 34
residuos forma un par de a-hélices de tamafio similar con una vuelta comprimida entre
cada hélice. Estas repeticiones se apilan entre ellas en un arreglo paralelo produciendo
una super hélice con giro a la derecha, en la cual se forma una superficie concava como
parte del extremo N-terminal de las hélices de cada par (hélices 1, 3 y 5). Esta superficie
se extiende por una séptima hélice C-terminal en el caso de PPS. La estructura
cristalografica de Hop mostr6é que esta superficie concava del dominio TPR conforma el
sitio de unidn fisiologico al pentapéptido MEEVD del extremo C-terminal de Hsp90
[132]. Este péptido interactua extensivamente con los residuos de las hélices 1, 3 y 5, el
grupo carboxilato del residuo aspartato terminal del péptido forma puentes salinos con el

residuos conservados de lisinas en las hélices 1 y 5 del dominio.
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HIP

Hip es una proteina homo-oligomérica que coopera con Hsp70 en el plegado de
proteinas estabilizando el estado de uniéon a ADP de esta chaperona. Hip se une al
dominio ATPasa de la Hsp70, cuando ésta pasa al estado de uniéon a ADP por accion de
proteinas de la familia de la Hsp40 [78]. Posee un dominio TPR que permite la union a la
Hsp70, el cual ademas esta flanqueado por una a-hélice cargada. El extremo N-terminal
contiene el dominio requerido para la oligomerizacion de Hip. En su forma monomérica
Hip mantiene la habilidad de unién a la Hsp70, por lo cual la homo-oligomerizacién no

es necesaria para la interaccion con esta chaperona [167].

Como ya fue mencionado, Hip esta considerado como una componente
funcional en los estados intermediarios en el accionar de los heterocomplejos de la
maquinaria de la Hsp70/90. Es interesante destacar que S. cerevisiae aparentemente no
tiene un gen homologo a Hip. Dado que el modelo de maduracion del receptor de
esteroides que pudo recrearse en S. Cerevisiae resultd ser funcional [168], podria
argumentarse que Hip no seria absolutamente necesaria, 0 que en este organismo su
funcion es reemplazada por otra proteina. Las mutaciones en el dominio DP (por
repeticiones de aspartato-prolina) en la region C-terminal de la proteina Hip, no
impidieron el ensamblado de Hip a Hsp70 y la interaccién al receptor de progesterona,
pero la mutacién inhibié el ensamblado del receptor a Hsp90 [169]. Empleando el
modelo de levaduras (que tampoco poseen la proteina Bag-1, antagonista funcional de
Hip) se observdo que Hip aumenta la funcion del receptor de GR, pero no el de
mineralocorticoides y de estrégenos, indicando una funcioén independiente de Bag-1 para
Hip [170]. Mas atin, se observo que el aumento de la actividad GR por la proteina Hip no
requeria de su union a la proteina Hsp70, indicando también una actividad independiente

de Hsp70 para esta co-chaperona.

CHIP y Bag-1

Aparte de estos reguladores positivos de la actividad de la Hsp70, ya mencionados,

existen dos reguladores negativos CHIP y Bag-1. CHIP, es también una proteina TPR
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que inhibe la actividad ATPasa de la Hsp70 [171] impidiendo la formacion de un
complejo estable entre la Hsp70 y el substrato a re-plegar. Bag-1, fue denominada
originalmente como proteina asociada a Bcl [172], se expresa en varias isoformas,
originadas a partir de varios inicios de transcripcion, pudiendo todas inhibir la actividad
recuperadora de proteinas de la Hsp70 in vitro [167, 173] e in vivo [174]. También se
identificaron varias proteinas del tipo Bag-1 [175]. Todas estas proteinas comparten una
region conservada de 40-50 aminoacidos (dominio “BAG”) y compiten con Hip por la

unioén al dominio ATPasa de la Hsp70 in vitro [167, 173, 175, 176].

HOP

La co-chaperona de ratén inducible por estrés 1 (mSTI1) es homologa a la ya
mencionada proteina humana Hop (por “heat-shock protein 70 (Hsp70) /heat-shock
protein 90 (Hsp90) organizing protein”) y de la proteina inducible por estrés de levaduras
1 (STI1) [79]. Hop act@ia como una proteina adaptadora, mediando la asociacion de la
Hsp70 y Hsp90 via dominios TPR independientes [132, 177]. Hop tiene 3 dominios
TPR, uno de ellos, TPR1, se une a la regiéon C-terminal (EEVD) de Hsp70,
aparentemente en combinaciéon con TPR2B [170, 178]. El domino TPR2A se une al
péptido C-terminal (MEEVD) de la proteina Hsp90, [132]. A su vez, la proteina Hop
presenta 2 dominios llamados DP1 y DP2 (repeticiones de aspartato-prolina), se observo
que la delecién de DP2 anula la funcién de Hop [178]. Aparentemente el dominio DP en
la regién C-terminal de la proteina Hip serviria para unirse a la co-chaperona Hop o para
alterar la conformacion de la proteina Hsp70 asociada al receptor, para facilitar la
interaccion de esta con la proteina Hop [129]. Se observd que mSTI1 asociada con la
Hsc70 y Hsp90, se localiza mayormente en el citoplasma [179, 180]. Recientemente, se
observo que, si bien, la proteina mSTI1 es exclusivamente citoplasmatica en las mayoria
de las células bajo condiciones normales, se podia encontrar en el ntcleo de una
subpoblacion de células y en la totalidad de las células luego de la inhibicion de la

importacion nuclear o el arresto de la division celular [181].
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P23

P23 es una co-chaperona participante en los heterocomplejos proteina-Hsp90. Fue
descripta, en un principio, como componente del complejo del receptor de progesterona
maduro [80]. P23 se puede unir directamente a Hsp90, atun en ausencia de sustrato [80],
siendo esta interaccion dependiente de ATP [182]. Teniendo en cuenta que P23 estabiliza
el estado de union a nucledtido de Hsp90 y que retarda la hidrolisis de ATP [145, 183,
184], se considera que esto serviria para estabilizar los complejos proteina-Hsp90 [177].
Ademas de estar involucrada en la maduracion de receptores de esteroides, P23 también
tiene importancia en el correcto plegado sustratos de Hsp90 como lo son la transcriptasa
reversa y la enzima telomerasa [185, 186]. In vitro, se pudo determinar que P23 posee
actividad del tipo chaperona, uniéndose a proteinas parcialmente plegadas impidiendo, de
esta manera, la agregacion y manutencion del estado competente de dichas proteinas
[187, 188]. Entre estas actividades independientes de Hsp90, se pudo observar que P23
juega un rol importante en la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) [189]. También se
observé que P23 es blanco de caspasas que son activadas en apoptosis [190]. La proteina
P23 es clivada por las caspasas, teniendo la forma truncada baja actividad anti-agregante,
declinando en la actividad de sintesis de PGE2 y probablemente aboliendo la actividad
chaperona de Hsp90. Un primer intento de “knock out” en homocigosis de P23 en

ratones demostr6 ser letal al nacimiento, permitiendo cierto desarrollo del embrion [191].

Inmunofilinas

La isomerizacion trans/cis de uniones péptido-prolina es un paso limitante en el
plegamiento de proteinas [192-194]. Las enzimas catalizadoras de este paso se
denominan peptidil-prolil-cis/trans isomerasas (PPlasas). Hasta el momento se
caracterizaron tres subfamilias de este tipo de enzima: FKBPs, ciclofiilinas y parvulinas
[195]. Las FKBPs y las ciclofilinas, son inhibidas por drogas inmunosupresivas [194,
195] y por esto son denominadas inmunofilinas. Se encontraron en complejos con Hsp90
a las Plasas de peso molecular de 40-54 kDa, las denominadas PPlasas (FKBP51,
FKBP52, Cyp40 y los homdlogos en levaduras Cpr6 y Cpr7). Las ciclofilinas (Cyps) se
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unen a cicolosporina A [196, 197], mientras que las proteinas FKBPs se unen a

macroélidos como FK506 [198].

Una vez que una proteina, factor de transcripcidon o receptor, es activado en la
membrana plasmadtica o el citoplasma y habilitado para transmitir una “sefial” en el
nucleo celular, se hace necesaria la presencia de mecanismos que permitan este
transporte. Los receptores de esteroides mostraron ser estupendos modelos para estudiar
este tipo de movimiento intracelular. Los heterocomplejos-Hsp90 que unieron receptores
de hormonas esteroideas se unen a una o varias inmunofilinas (FKBP52, FKBP51, o
CyP-40) o bien a la proteina homoéloga a inmunofilinas PP5, a través del dominio TPR
que estas contienen [72]. Estos receptores de esteroides continuamente se mueven del
citoplasma a nucleo y viceversa, a través del sistema de microtibulos, siendo la unién de
los mismos al heterocomplejo-Hsp90 y a la inmunofilina la que permite este trafico
[157]. El papel de las inmunofilinas es la de conectar a la proteina cliente unida al
heterocomplejo-Hsp90 con la dineina citopldsmica, el complejo proteico responsable del
movimiento retrogrado hacia el nacleo, [157]. Las inmunofilinas se unen directamente
con la cadena intermedia del complejo dineina a través de su dominio PPlasa [199]. La
proteina fosfatasa PP5 fue recuperada del heterocomplejo-Hsp90 asociado a GR tanto en
el nicleo como en el citoplasma [200, 201], y posteriormente se observd que se une a

Hsp90 por sus dominios TPR, compitiendo con las otras inmunofilinas [201].

Hsp90 y terapia

En el caso de células tumorales se encontraron complejos super-chaperona
donde Hsp90 interactia con proteinas “clientes” oncogénicas involucradas en
transduccion de sefales, regulacion del ciclo celular y apoptosis [142]. Asi fue como
despertd un gran interés la proteina Hsp90 como blanco de drogas, debido a su capacidad
de unir especificamente y ser inhibida por el antibiotico natural de la clase de
benzoquinonas ansamicinas, la geldanamicina (GA) [109, 202]. La inhibiciéon de Hsp90,
como ya fue indicado, conlleva a la degradaciéon de multiples proteinas claves que
dependen de la interaccion con Hsp90 para mantener su conformacion, estabilidad y
funcion. Ejemplos de éstas proteinas son, v-src, c-Raf-1, c-erbB2, met, CDK4, p53, Ber-

Abl, y los receptores de esteroides [110, 203-205]. La GA mostrd tener una potente
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actividad anti-tumoral in vitro pero es altamente hepatotoxica para su uso clinico [206].
El derivado de geldanamicina 17-allilaminogeldanamicina (17-AAG) es mucho menos
toxico y también se une a Hsp90 [207] y demostrd poseer una potente actividad anti-
tumoral en modelos pre-clinicos [206, 208], de manera que recientemente se comenzo a
estudiar su eficacia en protocolos de ensayos clinicos [209], habiendo superado la fase I
de ensayo clinico, y actualmente comenzando la fase II [210, 211]. Se comprobo6 que la
proteina Hsp90 de células tumorales poseia mayor afinidad a GA que aquellos derivados
de células y tejidos normales [212, 213]. Este incremento de afinidad se debe a que
Hsp90 en las células tumorales esta principalmente en forma de complejos, mientras que
en células normales esta esta desacomplejada y en estado latente. Segin el reporte del
ultimo congreso internacional de Hsp90, el tratamiento de tumores en ratéon con 17-AAG
aumento la destruccion de células tumorales [191]. No obstante la droga 17-AAG es
poco soluble y no se puede dar en forma oral, razon por la cual otras benzoquinonas
estan siendo estudiadas [191, 214]. Si bien las investigaciones estan focalizadas en la
busqueda de las drogas antitumorales con afinidad a Hsp90, el efecto de la GA en el
bloqueo de procesos infectivos también fue explorado. La GA demostré bloquear el
crecimiento de P. falciparum en eritrocitos [89, 215]. A su vez se demostrd que la GA
actia en forma sinergistica con la ciclosporina A (CysA), que actia sobre las
ciclosporinas y calcineurinas, para inhibir el crecimiento del parasito en eritrocitos [216].
Se advirtidé que esta inhibicion era mediada por el complejo de CysA con Cypl9A y
Cyp19B del parasito. En este trabajo se observo también que la GA bloqued la union de
PfPP5 con la proteina Hsp90, aunque ese efecto no era producido por CysA. En T. cruzi,
el tratamiento de epimastigotes con GA impide su diferenciacion, arrestandolo a la fase

G1 del ciclo celular [92].

En T. gondii también se caracterizo una inmunofilina con dominio TPR, la cual se
denomindé TgFCBPS57, ya que tiene un dominio FKBP (FK506-binding protein) y otro
Cyp40 (ciclofilina) de 57-kDa [217]. Cada uno de los dominios, en presencia de su
respectivo inhibidor (CysA y FK506 respectivamente), fueron capaces de inhibir la
actividad fosfatasa de las calcineurinas purificadas de 7. gondii. Dichas drogas también
inhibieron la replicacion de taquizoitos de 7. gondii in vitro, al igual que un experimento

de “knock down” por dsRNA correspondiente a FCBP57. También se observo que la
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inhibicion de Hsp90 por parte de la GA produce un decrecimiento de la invasion y la

replicacion intracelular de taquizoitos de 7. gondii [218].

T. gondii es un parasito intracelular obligado y patégeno humano de
importancia. El desarrollo asexual es un aspecto vital en el ciclo de vida del
parasito, el cual, habilita su transmision y evasion de la respuesta inmune del
huésped. Muy poco se conoce de los factores y procesos que regulan su desarrollo.
Tal conocimiento podria proveer una mayor comprension de la patogénesis para
el futuro desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas. La chaperona
molecular Hsp90 es responsable de la estabilizacion y maduracion de numerosas
proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular, transduccion de sefiales y
transcripcion, convirtiéndose en un factor clave para el control del crecimiento,

desarrollo y supervivencia de la célula.

Los objetivos de esta tesis doctoral fueron los siguientes:

* Analizar la modulacion de la expresion, localizacion subcelular e
importancia de la proteina Hsp90 de 7. gondii durante el desarrollo del
parasito.

* Identificar las distintas co-chaperonas que intervienen junto a la Hsp90
en la regulacion de variadas funciones celulares del parasito.

* Determinar el efecto de inhibidores de la Hsp90 en el desarrollo de 7.

gondii.



2. Materialesy
Métodos



Origen del clon del ADN copia de Hsp90, secuenciado y analisis de secuencia.

Se identificaron ADNs copia con alta homologia a la proteina Hsp90, en la base de
datos del proyecto “expressed sequence tag” (EST) de 7. gondii

(http://genome.wustl.edu/est/index.php?toxoplasma=1). El ADNc descrito en este

trabajo es el clon TgESTzyd42c07.yl de T. gondii. Los plasmidos pBluescript fueron
extraidos del vector lambda ZAP mediante el uso del sistema ExAssist (Stratagene). El
ADN plasmidico fue secuenciado mediante el uso del sistema Perkin Elmer ABI 377 y
del BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer, USA). La secuencia de
Hsp90 de T. gondii esta a disposicion en la base de datos GenBank™ con el siguiente
numero de acceso AY344115.

Todas las busquedas en base de datos, el analisis de comparacion de secuencias y el
andlisis de los dominios putativos se realizaron utilizando los programas Blastn,

Blastx, Blast 2 y Blast domain (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) y www.ToxoDB.org. El

programa BCM search launcher programs (http:// searchlauncher.bcm.tmc.edu) se

utilizd para obtener los marcos de lectura abierto (ORF) putativos. El programa

PSORT 1II (http://psort.nibb.ac.jp/) se utilizo para encontrar dominios posibles. Para
comparar esta proteina con otras Hsp90 conocidas se realizd un alineamiento de la
secuencia aminoacidica deducida de la proteina Hsp90 de 7. gondii y de otras Hsp90
utilizando un programa del tipo clustal (MAFFT), en el mismo sitio se pueden
construir arboles filogenéticos del tipo N-J

(http:/protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit/index.php?). También se realizd6 un

modelado predictivo de TgHsp90, buscando previamente estructuras de otras Hsp90 ya
analizadas por el uso del “SWISS-MODEL Blast”

(http://swissmodel.expasy.org/SM_Blast.html) que sirvan de modelos en los cuales se

basan los programas presentes en “SwissModel First Approach”

(http://swissmodel.expasy.org/SM_FIRST.html), para producir un modelado predictivo

de la proteina TgHsp90.


http://swissmodel.expasy.org/SM_FIRST.html
http://swissmodel.expasy.org/SM_Blast.html
http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit/index.php
http://psort.nibb.ac.jp/
http://www.ToxoDB.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://genome.wustl.edu/est/index.php?toxoplasma=1
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Determinacion de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de proteinas noveles

de T. gondii.

Se identificaron las secuencias codificantes para proteinas similares a las ya
descritas pertenecientes a la maquinaria Hsp90/Hsp70 (Hip, P23, Hop y Hsp40) en el
genoma de 7. gondii. La metodologia utilizada se resume en la Figura 2.2. Cabe aclarar
que las proteinas predichas obtenidas, pueden tener variantes representadas en el
genoma de toxoplasma. Basandose en andlisis de homologia con ortdlogos de la
proteina buscada (por alineamientos del tipo clustal), deteccion de dominios y motivos
putativos, y prediccion de estructura 2ria y 3ria, se puede decidir entre todas las
variantes cudl tiene mayor potencialidad de ser la proteina buscada. Una vez
determinadas las secuencias codificantes se procedid al disefio de cebadores que
permiten la amplificacion de la secuencia de interés por PCR (usando como molde una
biblioteca de ADNc de T. gondii), y a su vez, agregan sitios reconocidos por enzimas
de restriccion, convenientes para su posterior subclonado. A continuacion, se clonaron
los fragmentos amplificados en pGEM T easy vector (Promega) o vector TOPO
(Invitrogen). Luego de la confirmacion de la secuencia buscada por secuenciacion, se
procedi6 al subclonado en vectores de expresion como pQE o pRSET, para la

expresion de las proteinas deseadas y posterior produccion de anticuerpos.

Prediccion de estructura 2™ y 3" de las proteinas estudiadas

En los casos en que la proteinas de 7. gondii estudiadas tenian correlatos en proteinas
extensivamente analizadas en humanos, mamiferos, levaduras y bacterias, con
secuencias, estructuras 2™ y 3% caracteristicas, se procedié a la aplicacion de
métodos predictivos como se explica en el esquema de la Figura 3.3 a modo de

determinar niveles de homologia entre proteinas.
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Figura 2.1: Identificacién de proteinas noveles de 7. gondii. El esquema muestra que a partir de una
secuencia aminoacidica conocida, se pueden obtener en la base de datos del proyecto genoma de T.
gondii, secuencias nucleotidicas (a partir de la base de datos de ESTs) y/o aminoacidicas (a partir de la
base de datos de proteinas predecidas “Twinscan”, o de la base de ORF>50aa traducidas de ESTs). A
estas secuencias obtenidas se les puede confirmar su similitud con proteinas conocidas analiza diversos
factores como la identidad, filogenia y prediccion de dominios y motivos presentes, y estructuras
secundarias y terciarias. BLASTP: BLAST de secuencia aminoacidica de proteina conocida vs. secuencia
aminoacidica predecida de 7. gondii. TBLASTN: BLAST de secuencia aminoacidica de proteina

conocida vs. secuencia traducida de ADN, presente en la base de datos ESTs de 7. gondii.
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Figura 2.2: Metodologia utilizada en la prediccion de estructura 2" y 3™ de proteinas noveles
de T. gondii. El esquema muestra que a partir del hallazgo de la secuencia aminoacidica de proteinas
de T. gondii, se pueden determinar niveles de homologia con proteinas ya conocidas. Por
alineamiento de la secuencia 1™ con secuencias provenientes de variados organismos mediante uso
de programas del tipo clustal se reconocen las secuencias y dominios conservados, con el mismo
alineamiento y el uso de programas PSIPRED y MEMSAT2 (ambos tipos de alineamientos son
accesibles en http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit) se detectan estructuras 2" conservadas. En
el sitio “SWISS-MODEL Blast” (http://swissmodel.expasy.org/SM_Blast.html) se pueden determinar
los modelos de estructuras 3™ de proteinas ya analizadas, que seran ttiles para construir un modelo
predictivo de la proteina novel mediante “SwissModel First Approach”
(http://swissmodel.expasy.org/SM_FIRST.html). Los modelados obtenidos se deben confirmar
usando otros métodos de modelado predictivo.
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Diferenciacion y manipulacion in vitro de los parasitos

Los parasitos mutantes RH UPRT pueden ser utilizados para realizar experimentos de
diferenciacion de taquizoito a bradizoito in vitro en condiciones de cultivo a bajas
presiones de CO,, condicién que produce un hambreado de pirimidinas [219]. La casi
anulacion del CO, se logra infectando con un bajo inoculo (parasito/célula huésped
tasa <1:10) a fibroblastos humanos (human foreskin fibroblast (HFF)) en monocapa
crecidas y mantenidas en medio minimo esencial (Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) con 10% de suero fetal bovino SFB (Gibco) sin NaHCO; pero con
el agregado de 25 mm HEPES. Los cultivos se equilibraron a pH 7 e incubaron a 37 °C
con una presion ambiente de CO, (0,03%). En otros experimentos la droga inhibidora
de la proteina Hsp90 denominada geldanamicina (GA) se uso a la concentracion de
100nM o como control se agregdé DMSO en el mismo medio de cultivo y bajo las
mismas condiciones. A los 4 dias, se puede observar en las vacuolas varias sefiales de
conversion a quiste: la replicacion de los parasitos disminuye y la aparicion de la pared
quistica se hace evidente [219]. Se control6 la induccién a bradizoito bajo este método
mediante la deteccion de la pared quistica utilizando la lectina de Dolichos biflorus
[220] (Fig. 2.3).

También se empled la cepa PK, un clon aislado de la cepa cistogénica de 7. gondii
Me49 [221]. Para que los taquizoitos diferencien a bradizoitos in vitro, se utiliz6 el
método de induccion por pH alcalino [24]. De esta manera sobre una monocapa
confluente de fibroblastos humanos (HFF) se inocularon aproximadamente 2x10°
taquizoitos PK en cada pocillo de una placa de 24-“wells” o 10x10° en una placa de
cultivo de 8 cm diametro los cuales fueron crecidos bajo condiciones normales de
crecimiento (taquizoitos) durante 4 h a un pH 7,2, con una presion de 5% CO, de esta
manera se permite la invasion y el crecimiento inicial. Después se remueve el medio y
se lo reemplazar por medio de induccion (RPMI/ HEPES, pH 8.1, 5% suero fetal
bovino) y se ubica el cultivo en estufa a 37°C (con CO, 0,03% ambiente). En otros
experimentos se agregd, GA 100 nM o DMSO, como control, al mismo medio de
cultivo y bajo las mismas condiciones. Cada dos dias se reemplaza el medio de cultivo
por medio fresco. A los 2 dias de cultivo bajo estas condiciones se observan signos de

conversion a bradizoito: las vacuolas se redondean mostrando parasitos empaquetados,
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en comparacion con las rosetas aplanadas que se pueden observar en el estadio
taquizoito; también la division celular se reduce. En este caso para comprobar la
induccion a bradizoito se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos contra la
superficie de taquizoitos SAGI o especificos para bradizoitos como lo son los
anticuerpos monoclonales que reconocen la proteina P34 o P21 [85], también se uso
la deteccion de la pared quistica utilizando la lectina de Dolichos biflorus (LDB) [220]
(Fig.2.3). En ambos modelos para la purificacion de bradizoitos se procedid a la
remocion del medio de cultivo, se lavaron las células una vez con PBS, luego se raspan
las células y se las pasa 5 veces por una aguja de 27-gauge, y a continuacion por una de
30-gauge para liberar a los parasitos de la célula huésped. Luego se centrifuga a los
pardsitos a 1800 r.p.m. durante 10 min a temperatura ambiente para luego
resuspenderlos en PBS estéril y contarlos e una camara de Neubauer. Los taquizoitos
se obtienen creciéndolos en las condiciones normales de cultivo y se los procesa en
forma similar salvo que para liberarlos solo se utiliza la aguja de 27-gauge. Ambos
estadios se purifican pasandolos por un filtro de 3 pm- de tamafio de poro

(Nucleopore) con el fin de eliminar los restos de material de la célula huésped.

Condiciones para el crecimiento Cambio a condiciones para Tincién de pared quistica
de taquizoitos (pH 7, 5% CO,) bradlzontos(ip;l ds o ;’-03% Cco,) cllectina de D. biflorus
-5 dias

Figura 2.3: Modelo in vitro de desarrollo a estadio bradizoito. Este modelo se basa en someter a las
condiciones de cultivo a una deficiencia de CO, (cepa RHAUPRT-) o en estrés alcalino (cepa Me49). El
resultado positivo de esta induccion se puede determinar por la deteccion de la pared quistica de la vacuola
parasitofora de bradizoitos, mediante la unidon especifica a esta de la lectina de D. biflorus acoplada a
rodamina.


http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit
http://swissmodel.expasy.org/SM_FIRST.html
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Ensayos de RT-PCR

Se transcribi6 en forma reversa un pg de ARN total purificado tanto taquizoitos
cultivados a 37°C, taquizoitos estresados durante 2 hs a 42°C como de bradizoitos
diferenciados en un buffer que contenia 1 mM del cebador reverso correspondiente, 2
mM de ANTP y 25 U de AMV reverse transcriptase (Promega). Luego la mezcla de
reaccion es inactivada a 70°C por 15 min. La reaccion de PCR se realizé utilizando
diluciones seriadas al décimo de estos ADNs copias producidos en el paso anterior
usando en este caso 2,5 U de Taqg DNA polymerase (Promega) en 50 pl de reaccion
donde también se agrego 10 mM Tris—HCI (pH 9), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100,
1,5 mM MgCl,, 200 mM de dNTP y 100 pM de cada cebador. Las condiciones de
ciclado térmico fueron la siguientes: (1) desnaturalizacion a 94°C por 1 min; (2)
“annealing” a 55-65°C (dependiendo de cada par de cebadores); (3) elongacion a 72°C
por 2 min, realizando 35 ciclos de estos tres pasos; (4) y al final un paso adicional de
extension se realiza a 72°C por 10 min. Para asegurarse que se utilizaron cantidades
equivalentes de ADNc en el estudio comparado, como control se utilizaron ademas
cebadores derivados de el gen codificante para la proteina O-tubulina de 7. gondii
[222], 5’-CGACGGTGGGGTCCAAAT-3" y 5’-GAGCTCTTCTGCCTGGAA-3". El
par de cebadores especificos para amplificar el fragmento de la 7. gondii Hsp90 [223]
fueron 5’-TTGGTCACTTCCGAGTAC-3’ y 5-ATCTTCCTCGGCGCGGCAA-3’.
Los productos de PCR separados por electroforesis en geles de agarosa, luego tefiidos
con bromuro de etidio, estos geles fueron digitalizados y se cuantificaron las bandas
usando el programa de computacion (Scion image for windows) para realizar un
analisis semicuantitativo de los ensayos de RT-PCR. Los datos se expresaron como la
densidad relativa media del amplicon del gen de Hsp90 respecto del amplicon del gen

control a-tubulina para cada dilucion.

Analisis por Inmunoblot

Se analizaron mediante la técnica de “Western blot” los extractos proteicos de

parasitos crecidos bajo condiciones de taquizoito, bradizoito o, condiciones de estrés.
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Como control se analizaron también extractos proteicos de las células huésped (HFF).
Todos los extractos se separaron corriéndolos por electroforesis en geles (SDS)-
poliacrilamida (SDS-PAGE) [223]. En cada caso para obtener los extractos se
utilizaron igual numero de parasitos, los cuales fueron sembrados en geles tipo SDS-
PAGE 10%, sometidos a electroforesis, y transferidos a membranas de nitrocelulosa
[223]. Los sitios de pegado no especifico fueron bloqueados incubando las membranas
en leche descremada 5% en PBS con 0,05% Tween-20 (PBS-T) incubando luego las
membranas (1 h, a temperatura ambiente) con el anticuerpo policlonal de conejo anti-
T. gondii Hsp90 diluido 1:500 (o anti-TgHip de conejo diluido 1:500, o los anticuerpos
de raton anti-TgHip y Tg-P23 diluidos 1:250, en otros experimentos). Luego se lavaron
las membranas con PBS-T en forma previa a la incubacion con el anticuerpo
secundario (horseradish peroxidase—conjugated anti-rabbit o anti-mousse), diluido
1:1000 (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas inmunoreactivas se detectaron con el
método de quimioluminicencia (ECL+Plus System, Amersham Biosciences). Se
analizaron los resultados por densitometria. La tincién por rojo ponceau del filtro
utilizado y un duplicado de azul de coomasie confirma el sembrado equivalente de

cada condicidn.

Localizacion por Inmunofluorecencia indirecta (IFI) de la proteina Hsp90

Se inocularon taquizoitos en monocapa de HFF y se los creci6 bajo condiciones
taquizoitos durante 24 h o se los indujo a cambio de estadio modificando a esas
condiciones de crecimiento por 4 dias. Se lavaron las células dos veces con PBS luego
se las fij6 y permeabilizé con 4% formaldehido y 0,1% Triton X-100 en PBS por 10
min. Luego de los lavados con PBS, se bloqued a las células con albumina sérica
bovina 1% y luego se las incubd con la dilucion conveniente del el anticuerpo
primario por 1 h, usando en estos casos el anticuerpo de conejo anti-7. gondii Hsp90, o
los anticuerpos de raton anti-P30 (a—SAG1), o anti-P34 [85] o anti-TgHip, o anti-
TgP23. A continuacidn las células se lavaron tres veces con PBS, y luego se las incubo
con el correspondiente anticuerpo secundario (1:200): el anti-raton conjugado con

isotiocianato de fluoresceina (FITC) (anti-conejo en figuras 3.5 y 3.6) (color verde), o
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isotiocianato de rodamina (TRITC) anti-conejo (color rojo) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) y/o la lectina de D. biflorus (LDB) (TRITC). Luego se lavaron los
cubreobjetos tres veces y se montaron en medio de montaje con DAPI (Molecular
Probes). Los preparados fueron observados usando un microscopio invertido Zeiss
Axiovert 35 equipado con una ldmpara de 100 W Hg-vapor y usando un sets de filtros
de epifluorescencia. El tefiido con DAPI revela la localizacion del nacleo (color azul)
y la lectina D. biflorus la presencia de la pared quistica. Los colores verde, rojo y azul
fueron registrados separadamente y luego mezclados usando el programa Adobe

Photoshop.

Transformacion de bradizoitos enquistados en taquizoitos in vitro

En la Figura 2.4 se esquematiza la metodologia utilizada para el estudio de la
transformacion de bradizoito a taquizoito. Se aislaron quistes de cerebro de raton
previamente infectado intraperitonealmente cuatro semanas antes con taquizoitos de la
cepa PK. Los quistes se purifican por centrifugacion isopicnica en un gradiente de
Dextran, luego los bradizoitos son liberados por digestion con tripsina. En el caso de
los experimentos con GA, los bradizoitos liberados se los incuba en medio de cultivo
conteniendo GA 500 nM o DMSO por 2 h, luego se centrifugan a los parasitos y se
reemplaza el medio. Asi 100.000 bradizoitos se inoculan en cubreobjetos de 12 mm

cubiertos de una monocapa confluente de HFF.

Transformacion in vitro de bradizoitos enquistados
de cerebro de ratén en taquizoitos

a-p21

4hs de cultivo
bradizoitos

*GA 500 nM o
>

Bradizoitos enquistadog liberados por tripsina
DMSO por 2 hs [

Inoculacién en monocapa de HFF

24hs de cultivo
taquizoitos

L

Cultivo in vitro , observacion
por inmunofluorescencia

*Soélo en experimentos dénde se analizaron los efectos de la geldanamicina (GA)

Figura 2.4: Modelo in vitro de desarrollo de bradizoeito a taquizoeito. Este esquema muestra la metodologia
in vitro utilizada para la transformacion de bradizoitos provenientes de quistes cercbrales de ratones
previamente infectados con parasitos de la cepa Me49. El resultado positivo de esta induccion se puede
determinar por la deteccion de los marcadores especificos para cada estadio.
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Se sigue la localizacion intracelular de Hsp90 por inmunofluorecencia a las 4 y 24 h
después de la infeccion usando un anticuerpo anti-Hsp90 diluido (1:100). Todo se
controla usando los anticuerpos especificos contra superficie de taquizoito SAGI o de

bradizoito P21.

Efecto de la geldanamicina (GA) en el cambio de estadio y la localizacion

intracelular de Hsp90

La GA (InvivoGen) se disolvi6 en dimetil sulfoxido (DMSO) a una concentracion de
1000 mg/ml. Luego la droga se diluye en medio de cultivo normal a las
concentraciones requeridas previo a su uso. Se estudiaron varias concentraciones
arrancando desde 1nM a 5 UM con el objetivo de encontrar la concentracién con
mayor efecto sobre los parasitos, pero con menor efecto deletéreo para las células
huésped. En los casos control se agrego DMSO en forma equivalente. Para conocer el
efecto de GA en el nivel de las células infectadas por taquizoitos de 7. gondii durante
la conversion de taquizoito a bradizoito, se crecieron parasitos en condiciones de
diferenciacion a bradizoito durante 4 dias en presencia de 100 nM GA o DMSO. Se
analizaron por IFI usando el anticuerpo anti-Hsp90 de T. gondii. Se contaron el
numero de células que presentaban parasitos en 100 células totales analizadas al azar.
Esto fue repetido tres veces y en tres experimentos independientes Para los estudios
de replicacion de los parasitos se cuenta, el nimero de pardsitos por vacuola
parasitofora o quiste (VP-Quiste) determinando esto en al menos 100 VP-Quiste por
tratamiento (GA o DMSO) en tres experimentos replica. Para medir el efecto de la
GA en el cambio de estadio, se agrega GA a experimentos de induccion a bradizoito
(como se describe arriba). Para cuantificar los pardmetros mencionados se analizan las
muestras por IFI contando parasitos positivos para P34 o LDB en ambos casos GA y

DMSO.
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Inmunoprecipitaciones

Las inmunoprecipitaciones se realizaron sobre las proteinas TgHsp90, TgHip y TgP23
endogenas en volimenes de 2 ml de lisado celular. La lisis se realizd incubando
10x10° taquizoitos RH frescos durante 2 hs a 4°C, con NP40 0,5%, Tris 50 mM (pH
8,3), NaCl 150 mM, EDTA 4 mM vy suplemento de PMSF 1 mM y cocktail de
inhibidores de proteasas. Las inmunoprecipitaciones se incubaron a 4°C durante 2 hs
en el mismo buffer de lisis y con el anticuerpo correspondiente de la proteina a
precipitar. Los complejos inmunes se recuperaron por unidn con proteina-A/G
Sefarosa (Sigma, St. Louis, USA). Los inmunocomplejos se eluyeron con buffer
Laemmli SDS 2X, luego de dos lavados con buffer de lisis suplementado con PMSF e
inhibidores de proteasas y un 1 lavado con buffer PBS 1X (KH,PO, 4 mM, Na,HPO,
16 mM, NaCl 0.12 M, pH 7,4). Por inmunoblot, se detectaron las proteinas
inmunoprecipitadas independientemente, y a su vez, las proteinas acompanantes de
estos inmunocomplejos contra las que poseiamos anticuerpos preparados en conejo y
raton (TgHsp90, Hip, P23), y comerciales como fue el caso de la deteccion de la
proteina Hsp70 con el anticuerpo de ratdén (Stressgen) producido contra la proteina
humana. En cada caso se controlo la precipitacion inespecifica incubando las muestras

con sueros preinmunes, o con proteina-A/G Sefarosa en ausencia de anticuerpo.
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Analisis de la secuencia de la proteina de 7. gondii Hsp90

Teniendo en cuenta la reelevancia reportada para el desarrollo asexual de T.

gondii de las proteinas Hsp60 [35] y Hsp70 [90], se procedié al rastreo de la
secuencia codificante de otra chaperona de interés como la Hsp90, en el genoma del
parasito. Se identifico un clon de 7. gondii el TgESTzyd42c07.yl cDNA, con alta
homologia con secuencias pertenecientes a la familia de las Hsp90, el cual fue
secuenciado. La secuencia de este clon muestra que el ARNm de Hsp90 de 7. gondii
consta de 2933, cuyo ORF codifica para una proteina deducida de 708 aminoécidos
con una masa tedrica de 81.9 kDa. En la figura 3.1A se puede observar el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas de la proteina Hsp90 de T.
gondii (TgHsp90) y de otras Hsp90 realizado usando un programa del tipo clustal
(MAFFT). Se puede observar una alto grado de homologia con la secuencia de otros
parasitos apicomplexa como Eimeria tenella (81.07%) y P. falciparum (74.44%),
aunque también este alto porcentaje es observado en Hsp90 de plantas como Orsiva
sativa (70.38%) y Arabidopsis thaliana (69.81%). Las variantes de Hsp90 humanas
alfa y beta muestran un 67.51% de homologia con la proteina Hsp90 de 7. gondii.
Analizando las mismas secuencias con la construccion de un arbol filogenético N-J
sin raiz, se observéd que TgHsp90, como era de esperar, es mas cercana a las Hsp90 de

otros apicomplexa (Fig. 3.1B).

Realizando busquedas dentro de la base de datos del PROSITE [224], se
encontraron varios motivos proteicos, altamente conservados, caracteristicos de
proteinas pertenecientes a la familia de las Hsp90. La proteina TgHsp90 contiene, al
igual que las demds proteinas mostradas en la figura 3.1A, la “marca” caracteristica de
las proteinas pertenecientes a esta familia el decapéptido “YSNKEIFLRE” [225]. En
las secuencias encuadradas en la figura 3.1A se puede observar el dominio ATPasa el
cual esta relacionado con la superfamilia de ATPasas homodiméricas, que comprenden
ademas de la proteina Hsp90, ADN girasas y proteinas quinasas de histidina. Este
dominio es también el sitio de union para la GA [109] (Fig. 3.1A y 3.3B), la ubicacion
de este dominio en TgHsp90 esta esquematizada también en la figura 3.2. Dentro de

este dominio también se pueden encontrar el motivo GxxGxG, el cual es esencial para
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la union de ATP [114] (Fig. 3.1A). También se pudo observar que esta proteina
contiene varios rasgos caracteristicos de las proteinas Hsp90 entre las que se puede
incluir el dominio rico en aminoacidos cargados (ricos en glutamina y lisina) (figura
3.1A y esquema figura 3.2). La secuencia también muestra que existe en el dominio C-
terminal un motivo de uniéon a repeticiones de tetratricopeptidos (TRP) (secuencia
peptidica MEEVD, en fig. 3.1A y esquematizado en fig. 3.2) este dominio permite la
formacion de complejos multichaperona y la regulacion de la funcion de las proteinas
Hsp90 y Hsp70 [97]. También mediante el uso de programas disponibles en la pagina
web de PSORT (http://bioweb.pasteur.fi/seqanal/interfaces/psort2.html)  se
encontraron sefiales de localizacion intranuclear, una sefial clasica (NLS), y dos NLS
bipartitas. Por andlisis de secuencia se puede observar que existe una zona de alta
homologia con el dominio de dimerizacion de Hsp90 humana [226] la cual permitiria a

la Hsp90 formar dimeros (Figura 3.2).

Modelado predictivo de la proteina Hsp90 de 7. gondii.

Establecido el alto nivel de homologia de esta proteina con el resto de las
Hsp90, se procedio a establecer el nivel de similitud estructural con proteinas Hsp90
cuyas estructuras terciarias estuvieran establecidas. Comparando la secuencia
aminoacidica de TgHsp90 con la de estas proteinas ya estudiadas, mediante el
“SwissModel-blast”, se obtuvieron candidatos como modelos para ser utilizados en el
modelado predictivo de TgHsp90: a la estructura del dominio N-terminal de Hsp90 de
S. cerevisae [115] (Codigo de identificacion “Brookhaven Protein Data Base” (PDB):
1AHO6); a la estructura del dominio N-terminal de Hsp90 de S. cerevisae unida a GA
[109] (Cod. ident. PDB: 1YER, 1YET, 1YES); a la estructura del dominio medio de
Hsp90 de S. cerevisae [122] (Cod. ident. PDB: 1HK7) y el dominio C-terminal de la
HtpG Escherichia coli (homologo a Hsp90) [227] (Cod. ident. PDB: 1Y4S y 1Y4U.).
Con estos modelos y el uso de “SwissModel First Approach” se pudo construir la
estructura 3™ predicha de TgHsp90, mediante el uso del programa DeepView/Swiss-
PDB viewer. En la figura 3.3A se puede observar, el alto grado de similitud
estructural del dominio N-terminal de la proteina TgHsp90 con su contraparte en S.

cerevisae.
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TgHsp90. EFEPLCKLMKEVLHDKVEQVVVSNRITDSPCVLVTSEYGWSANMERIMKAQALRDNSMTTYMVSKKTMEINPTNPIMEELKKKSNADKSDKTVKDLIWLLEDTALLTSGEFSLDEPTQFAA
EtHsp90 EFEPLLKLIKEVLHDKVDKVVLSNRITDSPCVLVTTEFGWSANMERIMKAQALRDNSMTSYMVSKKTMEVNGHHSIMIEIKNKAAVDKSDKTVKDLIWLLYDTALLTSGEFSLEEPTQFAA
PfHsp90 EYEGLCKVIKDVLHEKVEKVVVGQRITDSPCVLVTSEFGWSANMERI TKAQALRDNSMTS YMLSKKIME INARHPIISALKQKADADKSDKTVKDLIWLLFDTSLLTSGFALEEPTTFSK
AtHsp90 KFEGLCKVIKDVLGDKVEKVIVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKAQALRDSSMGGYMSSKKTME INPENSIMDELRKRADADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGEFSLDEPNTEGS
OsHsp90 KFEGLCKVIKEVLGDKVEKVVVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKAQALRDSSMAGYMSSKKTME INPENAIMEELRKRADADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGEFSLDDPNTEFGS
HuHsp90alfa KFENLCKIMKDILEKKVEKVVVSNRLVTSPCCIVTSTYGWTANMERIMKAQALRDNSTMGYMAAKKHLEINPDHSIIETLRQKAEADKNDKSVKDLVILLYETALLSSGFSLEDPQTHAN
HuHsp90beta KFENLCKLMKEILDKKVEKVTISNRLVSSPCCIVTSTYGWTANMERIMKAQALRDNSTMGYMMAKKHLE INPDHPIVETLROQKAEADKNDKAVKDLVVLLFETALLSSGEFSLEDPQTHSN
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TgHsp90. RIHRMIKLGLSIDEDDEELRAEE-—-—-— DLPPLEEVEGAVEETSKMEEVD
EtHsp90 RIHRMIKLGLSID-DDEEAKDD—-——-—-— DLPPLEEVEGAADEASKMEEVD
PfHsp90 RIHRMIKLGLSID---EEENNDI-—-—-— DLPPLEETVDATD--SKMEEVD
AtHsp90 RIHRMLKLGLSID-DDDVVEADA-——-—-— DMPPLE--DDADAEGSKMEEVD
OsHsp90 RIHRMLKLGLSID-EDETAEADT-—--—- DMPPLE--DDAGE--SKMEEVD
HuHsp90alfa RIYRMIKLGLGID-EDDPTADDTSAAVTEEMPPLEGDDDT----SRMEEVD
HuHsp90beta RIYRMIKLGLGID-EDEVAAEEPNAAVPDEIPPLEGDEDA----SRMEEVD
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Figura 3.1. Comparacion de diferentes miembros de la familia Hsp90. A Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las Hsp90 de Toxoplasma gondii, Eimeria
tenella, Plasmodium falciparum y Homo sapiens usando un programa del tipo clustal formateado por el uso de MAFFT (v5.667). Los aminodcidos idénticos se marcan con *,
y la similitud parcial se marca con puntos, los “gaps” se indican con guiones los cuales se introducen para maximizar el alineamiento. En rojo se indica la secuencia
aminoacidica tipica de la familia Hsp90, en verde la region cargada rica en aminoacidos glutamato y lisina, encuadrado se encuentra el dominio ATPasa, dentro de este
domino se pueden apreciar el motivo GxxGxG (en violeta) y los residuos resaltados en gris ambos importantes en la unién de ATP. Con flechas se indican los residuos
involucrados en la formacion de puentes hidrogeno con la GA. En azul se muestra el péptido C-terminal reconocido por dominios TPR. B arbol N-J filogenético comparando
los miembros de la familia de la Hsp90 analizados por clustal.
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Figura 3.2. Dominios y motivos encontrados en la HSP90 de Toxoplasma gondii. Se representan en este
esquema los dominios y motivos putativos encontrados a través del analisis de la secuencia aminoacidica usando
los programas PROSITE y PSORT. Los niimeros indican las posiciones de los aminoacidos que forman parte del

dominio. También se indican las sefales putativas NLS y sitios de fosforilacion potenciales.

Interesantemente el mismo “bolsillo molecular” dentro del dominio ATPasa de la

ScHsp90 donde se aloja la GA cuando se une a esta proteina, estaria presente en la

estructura de TgHsp90 (Fig. 3.3A). Es mas, seglin lo reportado en el estudio estructural

del dominio N-terminal de Hsp90 unida a GA [109], los residuos claves para el

establecimiento de puentes hidrégeno entre éstos y la GA, también se encuentran en

TgHsp90, se observan indicados en el alineamiento de la figura 3.1A, resaltados dentro

de la estructura de la figura 3.3A, remarcandose la alta identidad existente de estos

residuos comparados con los de ScHsp90 (Fig. 3.3B). La totalidad del dominio N-

terminal modelado, que en el caso de ScHsp90 puede unir GA, posee una identidad del

68% con la misma region de TgHsp90.

Este alto grado de homologia estructural también fue observado para los

restantes dos dominios de Hsp90, el medio y el C-terminal (Fig. 3.3C y D,

respectivamente).
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(SwissModel) de la estructura terciaria de
TgHsp90. A. Modelado del dominio N-
terminal de TgHsp90 usando como modelo, el
dominio N-terminal de Hsp90 de levaduras. Se
observan los residuos compartidos importantes
para la unién de la GA dentro del domino
ATPasa de la proteina, se puede observar a la
derecha la estructura determinada de Hsp90
uniendo GA (nro. de acceso 1A4H). B.
Alineamiento de la secuencia aminoacidica de
TgHsp90 modelada comparada con la de
ScHsp90 (68% de identidad), resaltados en
amarillo se observan los residuos conservados
importantes en la uniéon con GA. C. Modelado
predicho del dominio medio de TgHsp90
usando modelo de base, el dominio medio de
la ScHsp90. D. Modelado predicho del
dominio C-terminal de TgHsp90 usando como
modelo, el dominio C-term. de HtpG (Hsp90
de bacterias). Imagenes generadas usando el
programa DeepView/Swiss PDB viewer.
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Expresion de la proteina Hsp90 durante el desarrollo de 7. gondii

Para determinar la existencia de una regulacion de la expresion de TgHsp90
relacionada al desarrollo o al estrés, se analizaron los niveles de expresion de la proteina
Hsp90 del parasito durante el estrés por calor y durante la interconversion taquizoito-
bradizoito, utilizdndose las cepas RH AUPRT y PK. A estos parasitos se los someti6 a
condiciones normales de cultivo (taquizoito), de estrés por calor (2 h, 42°C) o
hambreado de CO; (induccidn desarrollo a bradizoito). Se monitoreo el desarrollo de los
bradizoitos por fluorescencia mediante el empleo de la lectina D. biflorus (LDB)
acoplada a rodamina. Se analiz6 también la producciéon de ARN mensajero especifico
para la proteina Hsp90 en estos tres grupos de parasitos (para ambas cepas), mediante un
analisis semicuantitativo por RT-PCR usando diluciones seriadas al décimo de los ADN
copias de los tres grupos (Fig. 3.4A). Se utiliz6 al gen de la a-tubulina para controlar
que se analizan las mismas cantidades de ARN mensajero de partida. Los resultados
muestran una induccion del 24-51% (RH AUPRT y PK, respectivamente) para los
niveles de ARNm de Hsp90 en los taquizoitos estresados en comparacion con los sin
estresar (Fig. 3.4B). Por otro lado bajo condiciones de induccién a bradizoito se observod
una estimulo del 80-99 % (RH AUPRT y PK, respectivamente) en ¢l nivel de ARNm de
Hsp90 comparado con los de taquizoitos normales (Fig. 3.4B). Por lo tanto existe un
incremento en los niveles de ARNm de TgHsp90 cuando los taquizoitos son estresados
por calor y cuando se induce su diferenciacion a bradizoito

Para corroborar si los cambios en los niveles de ARN se correspondian con
cambios en los niveles de proteina de Hsp90 se realizaron ensayos de “Western blot”
utilizando un anticuerpo anti-conejo especifico contra la region C-terminal de la proteina
TgHsp90 [223]. En la Figura 3.4C se puede observar que la produccion de Hsp90 se
incremento luego de exponer a los parasitos taquizoitos RH AUPRT durante 2 horas de
estrés térmico (42°C) siempre en comparacion con los crecidos bajo condiciones
normales (37°C). También se pudo observar esta inducciéon cuando se crecieron a los
parésitos durante 4 dias bajo condiciones de cultivo de bradizoito. Por densitometria se
determin6 que hubo una induccion de 6 y 5 veces en los niveles de expresion de Hsp90
en taquizoitos estresados y bradizoitos respectivamente en la cepa RH AUPRT y en la

cepa PK. Estos resultados sugieren que existe una rapida induccion y produccion de
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Hsp90 durante el estrés (dentro de las 2 hs) y durante el periodo de formacion del

bradizoito.
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Figura 3.4: Analisis de la expresion de la proteina Hsp90 de 7. gondii. El analisis se realiz6 en parasitos crecidos bajo condiciones de taquizoito (Taqui), estrés (42°C) o de
bradizoito (Bradi). A. Ejemplo de un analisis del RT-PCR Semi-quantitativa realizada para cada cepa estudiada, con diluciones seriadas al décimo de muestras de ADNc por
duplicado de taquizoitos, taquizoitos estresados, bradizoitos y HFF sin infectar (control). Los primers del gen “housekeeping” a-tubulina se usaron como control. El estudio se
realizé en la fase lineal de la curva de amplificacion B. Cuantificacion por densitometria de las bandas de amplificacion, realizada para cada cepa. Los datos son expresados
como la densidad relativa media del amplicon Hsp90 respecto a la de la a-tubulina para cada dilucién y cada duplicado. Se determiné la significancia de los datos mediante el
Student’s t-test (n=6): * y **, indican significantemente mas alto (P<0,05 y P<0,01, respectivamente) que el grupo Taqui 37°C. C. Analisis por Inmunoblot de la expresion de
la proteina Hsp90 usando anticuerpo de conejo anti-Hsp90 de 7. gondii.. También se analizaron extractos proteicos de HFF sin infectar. La banda de “reactividad cruzada”
observada en las HFFs, que migra mas lento que la Hsp90 de T. gondii, puede ser la Hsp90 “putativa” de las HFF. Las figuras son representativas de tres experimentos
independientes con resultados similares para ambas cepas RH AUPRT y PK.
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Localizacion intracelular de la proteina Hsp90 durante el cambio de estadio en

parasitos RH AUPRT de T. gondii.

Se procedio al analisis por IFI para determinar la localizacion intracelular de la
proteina Hsp90 del parasito, empleando el anticuerpo anti-Hsp90 de 7. gondii (pseudo
color verde en la Figuras 3.5 y 3.6). Se compararon ambos estadios del ciclo asexual de
T. gondii: taquizoitos y bradizoitos. Los resultados muestran que la proteina Hsp90,
esta presente en el citoplasma en el estadio taquizoito siendo ademas excluida del
nucleo (Fig. 3.5 A, paneles G e I). De manera interesante en el estadio bradizoito se
observd que la proteina TgHsp90 si bien continua siendo citoplasmatica también es
incorporada al nucleo (colocalizaciéon con DAPI) (Fig. 3.5 A, paneles B y D). Se
pudieron confirmar estos resultados por microscopia confocal, en donde se observo la
exclusion de TgHsp90 de el ntcleo en todas las secciones de los taquizoitos analizados
(Fig. 3.5 B, paneles K-N) y la presencia en citoplasma y nucleo de todas las secciones
de los bradizoitos analizados (Fig. 3.5 B, paneles B-E).

Con el objetivo de determinar que los cambios en la localizacion subcelular no
son simplemente una respuesta al estrés o el hambreado de CO,, sino que estan
directamente relacionados con la formacion del bradizoito per se, se analizo la
localizacion de la proteina Hsp90 en un mutante incapaz de diferenciarse al estadio
bradizoito, el cual muestra un falla global en la induccién de genes bradizoito y en
varios aspectos de la diferenciacion [228]. En la Figura 3.6 se puede observar el patron
de localizacion de Hsp90 en los parasitos “salvajes” (panel B) y en el mutante para la
diferenciacion a bradizoito B7 [228] (panel C) crecidos en condiciones de
diferenciacion a bradizoito durante 4 dias. EI mutante exhibe un patrén de localizacion
de Hsp90 equivalente al que exhibe una taquizoito “salvaje”, lo cual sugiere que existe
una fuerte correlacion entre la localizacion subcelular de Hsp90 y los dos estadios del

desarrollo asexual de 7. gondii.
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Figura 3.5: Localizacion intracelular de la proteina Hsp90 en parasitos de la cepa RH AUPRT. Los parasitos
crecidos bajo condiciones de taquizoitos o de diferenciacion a bradizoitos se sometieron a un analisis por IFI usando el
anticuerpo anti-7. gondii Hsp90, la lectina de D. biflorus (Dol lect) marcada con TRICT y DAPI, y contraste de fase. A.
Microscopia convencional. B. Microscopia confocal.
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Figura 3.6: Localizacion de la proteina Hsp90 en mutantes bradizoito. Analisis por IFI de la localizacion
intracelular de la proteina Hsp90 en bradizoitos “salvajes” y en mutantes para la diferenciacion a bradizoito.
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Localizacion intracelular de Hsp90 en la cepa PK de 7. gondii

A modo de extension y confirmacion de los resultados obtenidos in vitro con la
cepa RH AUPRT, se realizaron experimentos similares en la cepa PK. Se utilizd un
método adicional para el desarrollo in vitro al estadio bradizoito, el estrés alcalino [24].
Para controlar los estadios observados se uso un anticuerpo especifico para el estadio
taquizoito el anticuerpo anti-SAG]1, o el anticuerpo anti-P34, especifico para reconocer
bradizoitos (pseudo color verde en las figura 3.7). La localizacion intracelular de
Hsp90 (pseudo color rojo) en taquizoitos PK (SAGI positivos; Fig. 3.7A, panel H)
muestra de nuevo una exclusion del nucleo y un patrén de localizacion citoplasmatico
(Fig. 3.7A, panel G), por otro lado en el estadio bradizoito se puede observar a la
proteina Hsp90 (p34 positivos; Fig. 3.7A, panel C) que se ubica tanto en el citoplasma
(Fig. 3.7A, panel B) como en el nticleo (colocalizacion con DAPI; Fig. 3.7A, panel E).
Estos datos sugieren que el patron de localizacion intracelular en ambas cepas fue
similar y comparable. Sin embargo la cepa PK muestra algunos parésitos con una
localizacion de Hsp90 similar a la observada en el estadio taquizoito dentro de la
poblacién de parésitos inducidos a bradizoito (datos no mostrados). Esto podria

deberse a una menor eficiencia de la cepa PK para convertir a bradizoito in vitro, en
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comparacion con la cepa RH AUPRT, lo cual implicaria la existencia de
subpoblaciones de taquizoito y/o bradizoitos en estados tempranos como fue descrito

por Soete y col. [24].

Hsp90 abandona el nucleo durante el cambio de estadio de bradizoito a

taquizoito.

Se procedio también al andlisis de la localizacion intracelular de la proteina
Hsp90 en el cambio de estadio de bradizoito a taquizoito. En la Figura 3.7B se puede
observar que 4 h luego de la inoculacion con bradizoitos frescos liberados de quistes
de cerebro de ratones infectados experimentalmente, la localizacion de Hsp90 se
mantiene en el nicleo y en el citoplasma de estos parasitos intracelulares (paneles B-
D). Es importante destacar que estos parasitos todavia presentan la proteina especifica
de bradizoito maduro la proteina P21 (Fig. 3.7B, panel E), pero no la proteina
especifica de taquizoito SAGI (panel G), por lo cual se puede asegurar que, los
parasitos observados, son bradizoitos. Luego de 24 h post-infeccion algunos parasitos
comienzan a mostrar la presencia de la proteina Hsp90 en el citoplasma y claramente
fuera del nucleo (Fig. 3.7B, paneles 1-K). Estos parésitos son P21 negativos y SAG1
positivos (Fig. 3.7B, paneles N y L, respectivamente) y ya muestran una primera ronda
de replicacion (Fig. 3.7B, panel H y M). Algunos parasitos luego de las 24 h post-
infeccion en el mismo cultivo, todavia seguian siendo tnicos dentro de la vacuola (sin
replicacion) y ademds siendo P21 positivos, SAGI1 negativos y con Hsp90
colocalizando con DAPI dentro del nucleo (datos no mostrados).

Teniendo en cuenta los ultimos datos presentados se puede sugerir que la

localizacion subcelular de Hsp90 tiene lugar de una manera dependiente de estadio.
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Bradizoitos

Taquizoitos

Figura 3.7: Localizacion intracelular de la proteina Hsp90 en parasitos de la cepa PK, durante el desarrollo de
taquizoito a bradizoito y de bradizoito a taquizoito. A. Parasitos crecidos en condiciones de diferenciacion a
bradizoito durante 4 dias (estrés alcalino). Para controlar el pasaje a bradizoito se utilizaron anticuerpos monoclonales
especificos del estadio taquizoito (anti-SAG1), o del estadio bradizoito (anti-p34). B. Se inocularon en monocapas
confluentes de células HFF, bradizoitos provenientes de quistes de cerebro de ratdn, y se los incubo en condiciones de
diferenciacion a taquizoito. Las IFIs se realizaron a las 4 horas post-inoculacion (todavia bradizoitos) y a las 24 horas
(taquizoitos). Para la observacion de bradizoitos maduros se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-p21.

La GA inhibe el crecimiento de los parasitos

A partir del andlisis de la secuencia aminoacidica y modelado del domino N-
terminal de la proteina Hsp90 de 7. gondii (Figs. 3.1A y 3.3A-B), se observo que
ademas de poseer los residuos necesarios para establecer los puentes hidrogenos

esenciales en la unién con la geldanamicina en su estructura terciaria predicha, ésta
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proteina también posee el espacio molecular donde la GA se aloja, dentro del dominio
ATPasa. Ahn y col (2003) [218] describieron previamente un efecto inhibitorio parcial
de la GA en la capacidad de invasion de taquizoitos. Con estos antecedentes, y
basandonos en nuestros resultados de localizacion diferencial de TgHsp90 en los
distintos estadios del desarrollo asexual del parasito, nos propusimos investigar el
efecto de la inhibicion de Hsp90 sobre le desarrollo de 7. gondii empleando la droga
GA. Para ello se trataron monocapas de células HFF, infectadas con taquizoitos de las
cepas RH AUPRT y PK durante la induccion a bradizoito por 4 dias, con GA (100 nM)
Se observaron varios efectos. Uno de ellos se refiere al nivel de crecimiento luego de 4
dias de induccioén a bradizoito, para lo cudl, se cuantificé el nimero de parasitos totales
cada 100 células huésped al final del experimento. Fue posible observar una reduccion
significativa (P<0,05) en el crecimiento de los parasitos (Fig. 3.8), comparado con los
cultivos control, tratados con DMSO. Se confirm6 este resultado, al analizar la
capacidad de replicar del parasito intracelularmente (luego de 4 dias de induccion a
bradizoito), cuantificando el nimero de parasitos por vacuola de célula infectada.
También en este caso, se pudo observar una significativa reduccion en la replicacion de
los parésitos en los cultivos tratados con GA en comparacion a los controles solo
tratados con DMSO (Fig. 3.9) en ambos casos usando parasitos de las cepas PK o RH
AUPRT, indicando un efecto inhibitorio de GA sobre T. gondii.
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Figura 3.8. Efecto de GA en el nivel de carga parasitaria del cultivo de células
huéspedes durante la conversion de taquizoito a bradizoito. Se crecieron parasitos
en condiciones de diferenciacion a bradizoito durante 4 dias en presencia de 100 nM
GA o DMSO. Se analizaron por IFI usando el anticuerpo anti-Hsp90 de T. gondii. se
contaron los parasitos fluorescentes, como el niimero de parésitos por cada 100
células huésped analizadas al azar. Esto fue repetido tres veces y en tres experimentos
independientes. La significancia entre grupos de cada cepa se determiné usando el
test t de Student mediante el programa Prism3 (Graphpad): * P<0,05.
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Figura 3.9: Efecto de GA sobre la replicacion de 7. gondii durante la conversion de
taquizoito a bradizoito. Se crecieron parasitos en condiciones de diferenciacion a
bradizoito durante 4 dias en presencia de 100 nM GA o DMSO. Se analizaron por IFI
usando el anticuerpo anti-Hsp90 de T. gondii, se contaron los parasitos fluorescentes,
como el nmimero de parasitos por vacuola parasitéfora (VP) o quiste. Se contaron un
total de 100 VP-quistes. Esto fue repetido tres veces y en tres experimentos
independientes. La significancia se determind usando el test t de Student mediante el
programa Prism3 (Graphpad): * P<0.05; ** P<0.01.

La GA bloquea la conversion de taquizoito a bradizoito.

Continuando con el analisis de los efectos de GA sobre el desarrollo de
taquizoito a bradizoito, se determino la influencia de la droga sobre la diferenciacion a
bradizoito y sobre la localizacion intracelular de TgHsp90. Los parasitos crecidos bajo
condiciones de induccion a bradizoito y tratados con GA o DMSO fueron analizados
por IFI usando anticuerpos anti-p34 (marcador bradizoito) y anti—hsp90 (marcador de
parasito). A modo de esquematizar el andlisis la poblacion fue dividida en 4
categorias: parasitos P34 negativos (P34-) (no desarrollados) y con Hsp90 solo con
localizacidn citoplasmatica (Hsp90c) o citoplasmética y nuclear (Hsp90c,n), parasitos

P34+ (desarrollados a estadio bradizoito) y con Hsp90c o Hsp90c,n (Fig.3.10A y B).

71
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El tratamiento con GA produjo una drastica reducciéon en la produccion de
bradizoitos: cerca de un 75% de las vacuolas parasitoforas muestran un fenotipo del
tipo “taquizoito” (P34-,Hsp90c) en el cultivo tratado con GA, en comparacion con los
no tratados (DMSO) que eran completamente bradizoitos desarrollados
(P34+,Hsp90c,n), tal como se puede observar en la primera y tltima barra de la cepa
RH AUPRT de la figura 3.10A. Se obtuvieron resultados similares utilizando la cepa
PK (Figura 3.10B). Sin embargo, es interesante tener en cuenta que en este ultimo
caso se observa, cuando se analiza el control DMSO (condiciones normales de
desarrollo), un numero mas grande de parasitos con una localizacion extranuclear de

Hsp90 durante el desarrollo a bradizoito (P34+,Hsp90c) en comparaciéon con la cepa

RH AUPRT.
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Figura 3.10: Efecto de la GA en la conversion taquizoito-bradizoito. Se crecieron parésitos de ambas cepas en condiciones de
diferenciacion a bradizoito durante 4 dias en presencia de 100nM de GA o DMSO (control). La localizaciéon de la Hsp90
citoplasmatica (c¢) y nuclear (n) fue analizada por IFI usando el anticuerpo de conejo anti-Hsp90 de 7. gondii. Por IFI usando el
anticuerpo anti-P34 (A y B), o la lectina de Dolichos biflorus, LDB (C y D), como marcadores especificos de bradizoito se
identificaron los parasitos (P34+) y (P34-) o (LDB+) y (LDB-). Se graficé el % de vacuolas para cada grupo definiendo a las
vacuolas positivas como el nimero de VP o quistes que muestran parasitos internos marcados con un anticuerpo especifico en el
citoplasma o en el nucleo. Todos los parasitos dentro de las vacuolas lucieron similares. El % de vacuolas: P34+/Hsp90c;
P34+/Hsp90c,n; P34-/Hsp90c y P34-/Hsp90c,n (para C y D, corresponde LDB); o sea, el numero de vacuolas positivas cada 100
VP-quistes se cont6 al azar, en 3 experimentos independientes.
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Esto sugiere la existencia de una poblacion mixta de taquizoitos y bradizoitos
de la cepa PK, luego de pasados 4 dias de induccion. Ambas cepas (RH AUPRT y PK)

exhiben rasgos caracteristicos en el desarrollo a bradizoito.

Todos éstos resultados se confirmaron cuando se utilizd, ademas de los
anticuerpos anteriormente nombrados, a la lectina de D. biflorus (LDB) como

marcador de bradizoitos en lugar de P34 (Figura 3.10C y D),

Con el objeto de determinar si posibles efectos toxicos irreversibles de la GA
sobre los parésitos o células HFF serian los responsables del bloqueo del desarrollo, se
incubaron taquizoitos extracelulares frescos de la cepa RH AUPRT con 500nM de GA
durante 2 hs, luego se elimind la droga por lavado, se inoculd a los parasitos en una
monocapa de células huésped y por ultimo se los incub6 en condiciones de induccién a
bradizoito. Se observo una significativa reduccion (P<0.05) en el nivel de invasion
(Fig. 3.11), pero los parasitos que invadieron exitosamente las células se pudieron
replicar y desarrollar al estadio bradizoito de la misma manera que lo hace una parésito

sin tratar (Fig. 3.12A).
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Figura 3.11: Efecto de GA en la invasion de 7. gondii. Se infectdo una monocapa de células HFF
con taquizoitos de la cepa AUPRT, previamente tratados con 500 nM GA o DMSO durante 2 hs y
posterior lavado. 4 hs post-infeccion, se analizaron las muestras por IFI usando el anticuerpo anti-
Hsp90 de T. gondii, contandose los parasitos fluorescentes, como el niimero de parasitos por cada
100 células huésped. Esto fue repetido tres veces y en tres experimentos independientes. La
significancia entre grupos se determind usando el test t de Student mediante el programa Prism3
(Graphpad): * P<0.05.
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Se realiz6 el mismo experimento pero esta vez pre-tratando a las células HFF
con 500nm de GA por dos horas y luego lavando la droga. En este caso no hubo
ninguna reduccion en la invasion (datos no mostrados) y el desarrollo a bradizoito fue
totalmente normal (Fig. 3.12B). Todo esto sugiere que la GA tiene un efecto reversible

en el largo término luego del tratamiento en los taquizoitos y/o células huésped (por ej.

4 dias).
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Figura 3.12: Efecto reversible de la GA en la conversién taquizoito-bradizoeito. A. Se crecieron parasitos RH AUPRT,
previamente incubados con 500nM de GA o DMSO durante 2 hs y posterior lavado, en condiciones de diferenciacion a
bradizoito durante 4 dias. B. Se infectaron células HFF, previamente incubados con 500nM de GA o DMSO durante 2 hs y
posterior lavado, con parasitos RH AUPRT , y luego se los crecié en condiciones de diferenciacion a bradizoito durante 4
dias. En ambos experimentos, la localizacion de la Hsp90 citoplasmatica (c) y nuclear (n) fue analizada por IFI usando el
anticuerpo de conejo anti-Hsp90 de T. gondii. Por fluorescencia usando la lectina de Dolichos biflorus (LDB, marcador
especifico de bradizoito) conjugada con fluoresceina, se identificaron los parasitos (LDB+) y (LDB-). Se grafico el % de
vacuolas para cada grupo definiendo a las vacuolas positivas como el numero de VP o quistes que muestran parasitos
internos marcados con un anticuerpo especifico en el citoplasma o en el nucleo. Todos los parésitos dentro de las vacuolas
lucieron similares. El nimero de vacuolas: LDB+/Hsp90c; LDB+/Hsp90c,n; LDB-/Hsp90c y LDB-/Hsp90c,n; cada 100
PV-quistes se conto al azar, en 3 experimentos independientes.

La GA bloquea la conversion de bradizoito a taquizoito.

Se analiz6 el efecto de la GA en la transicion de bradizoito a taquizoito, en un
modelo in vitro de reactivacion toxoplasmica. Se estudi6 la accion de la GA sobre
bradizoitos obtenidos del cerebro de ratones infectados con parasitos de la cepa PK.
Para esto se incubaron a los bradizoitos por 2 horas con GA. Luego del lavado para

eliminar la GA remanente se inocul6 la preparacion de parasitos en una monocapa de
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HFF y se analizaron los preparados a las 4 y 24 horas post-infeccion. A las 4hs se
cuantifican los bradizoitos presentes que lograron invadir exitosamente, y a las 24 hs el
nivel de crecimiento del mismo cultivo. Los bradizoitos tratados mostraron una
reduccion de aproximadamente el 60% en la invasion y luego de pasadas las 24 hs de
cultivo se observa una disminucion en el niimero de total parasitos que alcanza la
induccidn, comparado con los parésitos control solamente tratados con DMSO (Fig.

3.13).
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Figura 3.13: Efectos de GA sobre la invasion de bradizoitos y posterior crecimiento en la
conversion de bradizoito a taquizoito. Bradizoitos de la cepa ME49 provenientes de quistes de
cerebro de ratones infectados, se incubaron con 500nm de GA o DMSO durante 2 horas y previo
lavado fueron inoculados en una monocapa de células HFF, y crecidos en condiciones taquizoito. Las
muestras se analizaron por IFI usando el anticuerpo anti-Hsp90 de 7. gondii, contandose los parasitos
fluorescentes, como el niimero de parasitos por cada 100 células huésped. Esto fue repetido tres veces
y en tres experimentos independientes. La significancia entre grupos de cada cepa se determind
usando el test t de Student mediante el nroerama Prism3 (Granhnad): * P<(.05.

Se analizaron por IFI a las células HFF infectadas usando anticuerpos anti-P21
(marcador de bradizoito maduro), —-SAG1 (taquizoito) y —Hsp90 (parasito). A las 4 h
post-infeccion casi todos los pardsitos observados (mas del 95%) fueron bradizoitos
(P21+, SAGI-) (Fig. 3.14A, barras GA y DMSO). Mientras que a las 24 h los parésitos
tratados con GA se quedan bloqueados no pudiendo desarrollar al estadio taquizoito (el
96% se mantiene P21-, SAGI1+), por el contrario los parasitos control tratados
solamente con DMSO, pudieron convertirse a taquizoitos a las 24 hs, siendo el 25%

P21 positivo y el 75% SAGI positivo (Fig. 3.14A).
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La figura 3.14B muestra la localizacion subcelular de Hsp90 en presencia y
ausencia de GA. Como era de esperar, luego de 24 hs un 89.5% de los parasitos
tratados con DMSO se desarrollaron al estadio taquizoito en concordancia con el

patrén de localizacion de la proteina Hsp90 (Hsp90c), luego de 24 horas.
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Figura 3.14. Efecto de la GA en la conversion de bradizoito-taquizoito. Bradizoitos de la cepa ME49
provenientes de quistes de cerebro de ratones infectados, se incubaron con 500nm de GA o DMSO durante 2 hs y
fueron inoculados en una monocapa de células HFF, y crecidos en condiciones taquizoito. Mediante ensayos de
fluorescencia se identificaron los bradizoitos maduros usando el anticuerpo monoclonal anti-P21y los taquizoitos
mediante el anticuerpo anti conejo anti-SAG1. Todos los parasitos lucieron similares dentro de las vacuolas. Se
graficd el % de vacuolas para cada grupo definiendo a las vacuolas positivas como el nimero de VP o quistes que
muestran parasitos internos marcados con un anticuerpo especifico segun se indique A. El nimero de vacuolas
positivas cada 100 VP-quistes se conto al azar en 3 experimentos independientes. B. Se midi6 el efecto de la GA en
la localizacion subcelular de la Hsp90. Se cuantificaron las vacuolas positivas mostrando la Hsp90 citoplasmatica en
los parasitos tratados con GA o DMSO. Se contaron al azar un total de 100VP-quistes en tres experimentos
independientes.
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Sorprendentemente, 4 horas post-inoculacién se pudo observar que un 81.5%
de parasitos tratados con GA, mostraban un patron de localizacion de la proteina
Hsp90 del tipo taquizoito (Hsp90c). Luego de 24 post-infeccion cerca del 100% de los
parésitos tratados con GA muestran una localizacién citoplasmatica exclusiva de
Hsp90 (Hsp90c, Fig. 3.14B).

A diferencia de los parasitos controles, los tratados con GA no fueron capaces
de comenzar la primera etapa de replicacion como se observa en la figura 3.15C, donde
los cultivos tratados con GA muestran en su gran mayoria vacuolas con un solo
parasito, por el contrario en los cultivos controles casi la totalidad de las vacuolas
portan dos parasitos (Fig. 3.15B).

Como la replicacion y la invasion se vieron afectados, se continué el estudio
por mas tiempo, analizando un curso temporal de hasta 72 horas (Fig. 3.15). Al final
del experimento los parasitos tratados con GA o DMSO finalmente terminaban
convertidos en taquizoitos, indicando que el efecto de la GA era transiente. Mas aun,
estos mismos parasitos que lisaron la monocapa de células HFF fueron capaces de re-
invadir una nueva monocapa. En la figura 3.15 se puede observar el efecto de la GA en
la dindmica de la conversion del estadio bradizoito al taquizoito. Los bradizoitos
control muestran una caida del marcador de bradizoito P21 casi inmediatamente
comenzado el experimento de conversion siendo casi total a las 24 hs, inversamente
proporcional es la aparicion del marcador SAG1 (marcador del estadio taquizoito), el
cual es casi maximo a las 24 hs, llegando al tope a las 48 hs (Fig. 3.15B). Por el
contrario los parasitos pre-tratados con GA, mostraron un corrimiento en el punto de
desaparicion del marcador P21 y aparicion de SAGI hacia las 48 hs, aunque a las 72 hs
el desarrollo hacia taquizoito fue total (Fig. 3.15A). En este experimento se analiz6
también la dindmica de replicacion de los pardsitos en su transito desde el estadio
bradizoito al taquizoito (Fig. 3.15C y D). Como fue mencionado el pre-tratamiento con
GA, produce una anulacion de la replicacion en las primeras 24 horas del experimento
para recién comenzar a las 48 hs (Fig. 3.15C). Esto significé un corrimiento en el
comienzo de los primeros ciclos de replicacion al comparar con lo observado en los
parasitos control, los cuales comienzan a las 24 horas a mostrar vacuolas con dos
parasitos, signo de la primer ronda de replicacion (Fig. 3.15C). Todo esto indica que el

tratamiento con GA produce un efecto de retardo en el desarrollo y en el comienzo de
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la division celular, y ademas este efecto es reversible ya que a las 72 hs ambos grupos

muestran taquizoitos completamente desarrollados y con vacuolas con 6 o mas

parasitos.
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Figura 3.15. Efecto del pre-tratamiento GA en la conversién de bradizoito-taquizoito durante 72 hs.
Bradizoitos de la cepa ME49 provenientes de quistes de cerebro de ratones infectados, se incubaron con 500nm de
GA (A y C) o DMSO (B y D) durante 2 horas y fueron inoculados en una monocapa de células HFF, y crecidos en
condiciones taquizoito. Mediante ensayos de fluorescencia se identificaron los bradizoitos maduros usando el
anticuerpo monoclonal anti-P21y los taquizoitos mediante el anticuerpo anti conejo anti-SAGI1. Todos los
parasitos lucieron similares dentro de las vacuolas. Se grafico el % de vacuolas para cada grupo definiendo a las
vacuolas positivas como el nimero de VP o quistes que muestran parasitos internos marcados con un anticuerpo
especifico seglin se indique. A y B, el nimero de vacuolas positivas cada 100 PV-quistes se cont6 al azar en 3
experimentos independientes. C y D, se cuantifico el porcentaje vacuolas con 1, 2, 4 y 6 0o mas parasitos por IFI
usando el anticuerpo anti-Hsp90 de T. gondii durante el experimento. Se contaron al azar un total de 100VP-
quistes en tres experimentos independientes.
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La base de datos de “ESTs” de 7. gondii contiene secuencias de co-chaperonas

“putativas” de Hsp90

Con el objetivo de comprender algunos aspectos de las funciones y mecanismos
ejercidos por Hsp90 de 7. gondii, se procedio, en la base de datos del proyecto genoma de
Toxoplasma (www.ToxoDB.org), a la busqueda exhaustiva de la ampliamente estudiada
“maquinaria” chaperona basada en las Hsp90/Hsp70 [72]. Como fue mencionado esta
maquinaria incluye varias proteinas como, Hsp40, Hip, P23, Hop e inmunofilinas. Todas
estas proteinas pudieron ser detectadas en la base de datos del genoma de 7. gondii
(Tabla 2) y su secuencia aminoacidica determinada. La Hsp70 de 7. gondii fue
previamente descrita por Weiss y col. [90]. Por otro lado se pudieron localizar las
proteinas, Hsp40, CHIP, Hip, Hop, P23 y dos inmunofilinas, las cuales (con la excepcion
de Hsp40) estaban catalogadas como secuencias desconocidas, pero por su alta
homologia con las mismas proteinas previamente descritas en varios organismos, se las

pudo designar como proteinas putativas (Tabla 3.1).

Chaperonas Dominios Codigo de acceso en toxodb.org o referencia
Hsp70 [90]

Hsp40 Dnal TgTwinScan 3127
CHIP TPR (uno) TgTwinScan_3132

Hip TPR (uno) TgESTzyg58c11.y1+TgEST 95058409
Stil TgTwinScan 5892
Hop TPR(tres) TgTwinScan_ 2872

P23 P23 TgEST 100119695+TgEST 95051660
TgTwinScan 2332
Inmunofilinal TPR (uno TgTwinScan 3437

truncado)
Inmunofilina2 TPR TgTwinScan 4751
(uno)

Tabla 3.1: Principales co-chaperonas localizadas en la base de datos de ESTs de T.

gondii.(Dominios obtenidos por “CD-search” [229] (www.ncbi.org))
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Dentro de este grupo hallado, varias proteinas poseen dominios TPR, tal es el
caso de CHIP, Hip, Hop y dos variantes de inmunofilinas.

Con el fin de identificar y caracterizar los componentes que pudieran estar
teniendo funciones importantes junto con la proteina Hsp90 en complejos en T.
gondii, se procedi6 al clonado, secuenciacion, prediccion y analisis de estructura 2ria
y 3ria, expresion y produccion de anticuerpos policlonales especificos de las co-
chaperonas, Hip como marcador de heterocomplejos de Hsp90 tempranos, y P23
como marcador de heterocomplejos de Hsp90 maduros. Las proteinas Hop y Hsp40,
fueron clonadas, secuenciadas y caracterizadas preliminarmente, en cuanto a su

estructura.

Identificacion de la proteina Hip de 7. gondii (TgHip)

A partir de las secuencias aminoacidicas de las proteinas Hip de Ratus
norvegicus (nro. de acceso GenBank P50503) y de Plasmodium berghei (nro. de
acceso GenBank XP 678103.1), se rastreod la existencia de esta proteina en el genoma
de toxoplasma. Accediendo al genoma y bases de datos de ESTs de toxoplasma, en el

sitio www.ToxoDB.org, realizando TBLASTN (BLAST de secuencias aminoacidicas

conocidas versus secuencias de ESTs traducidas) y explorando la base de datos de
proteinas predichas de 7. gondii TwinScan, se obtuvieron una par de secuencias de
ESTs (TgESTzyg58cl1.yl+TgEST 95058409) y una secuencia aminoacidica
predicha (TgTwinScan 5892). Con estas secuencias halladas pudo reconstruir la
secuencia de una Hip putativa, a la cual se procedi6 a clonar a partir de amplificar la
secuencia buscada por PCR usando como molde una biblioteca de ADNc de T.
gondii. La secuencia de este clon consta de 1278 bases, cuyo ORF codifica para una
proteina deducida de 425 aminodcidos con una masa tedrica de 45,1 kDa. En la
figura 3.16 (calle 1) se puede observar el producto (rTgHip) expresado en un vector
de expresion que adiciona seis histidinas en el extremo N-terminal (por lo cual puede
ser reconocido por un anticuerpo anti-histidinas), con este producto se produjeron
anticuerpos en conejo y ratobn que reconocen la proteina endogena (calles 2 y 3

respectivamente). Con los anticuerpos anti-TgHip producidos en conejo y raton, se
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observa, el reconocimiento de la banda esperada (~45 kDa) para ésta proteina. En el
caso del anticuerpo producido en conejo, se observa la deteccion una doble banda en
la region de 45-kDa y otra de mayor peso molecular, lo cual podria ser atribuido a un
reconocimiento inespecifico de otra proteina, por ejemplo alguna con la cual comparta
dominios TPR o del tipo Stil [78]. En el extracto de células huéspedes (HFF) no se
reconoce ninguna banda reactiva que pueda ser confundida con la enddgena del

parésito (Fig. 3.16, tltima calle), por reactividad cruzada.

0 -His o -Hip

conejo ratén

80 kD

o

49kD

rTgHip  Extracto  Extracto
total HFF

Figura 3.16: Reconocimiento por Inmunoblot de la proteina TgHip endogena y recombinante.
Proteina recombinante expresada en E. coli reconocida con anticuerpo anti-histidinas (Callel). TgHip
enddgena (calles 2 y 3) reconocidas a partir de extractos proteicos totales de taquizoitos de 7. gondii,
reveladas con anticuerpo preparado en conejo (calle 2) o con anticuerpo preparado en raton (calle 3). El
extracto total de fibroblastos humanos (HFF) fue testeado con anticuerpo anti TgHip preparado en raton
(calle 4). Los pesos moleculares se muestran a la izquierda

Estructura primaria de Hip

En la figura 3.17A se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas
deducidas de la proteina Hip de 7. gondii y de otras especies incluyendo la humana,
utilizando un programa del tipo clustal (MAFFT). Si bien se observan grandes
regiones con poca homologia con las versiones humana y de rata, por un lado esto no
ocurre con las secuencias de la proteinas Hip pertenecientes a Plasmodium spp., y por
otro, es interesante notar la presencia y conservacion de dominios y secuencias
caracteristicas de la proteinas Hip. La proteina TgHip solo muestra un par de

repeticiones del tetrapéptido GGMP (indicadas en marron en Fig. 3.17A), este motivo
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esta representado en varias repeticiones en las proteinas Hip pertenecientes a
Plasmodium spp. analizadas (Fig. 3.17A). Estas repeticiones pueden ser halladas en
zonas cercanas a la region de union a péptido de varias Hsp70 [230], y podria ser

responsable de interacciones proteina-proteina [231].
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Dominio TPR Dominio Sti1
B - L ,
1 "7 219 363 403425 Figura 3.17: Comparacion de la estructura 1™ de TgHip con diferentes
' ortélogos. A Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las Hip de
TgHip Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei (XP_678103.1), Plasmodium falciparum
(NP_703618.1), Homo sapiens (P50502) y Rattus norvegicus (P50503) usando un
programa del tipo clustal (MAFFT). Los aminoacidos idénticos se marcan con *, y
oligomerizacién unién a Hsp70 la similitud parcial se marca con puntos, los “gaps” se indican con guiones los
- S cuales se introducen para maximizar el alineamiento. En el primer cuadro se
1| 12 214 326 356368 observa el dominio TPR de la proteina Hip, marcando en distintos colores cada
RnHip repeticion de tetratricopeptido. Resaltados en gris se observa en las posiciones 8, 20
y 27 los residuos hidofobicos chicos conservados, y en segundo lugar en la posicion
32 el residuo hidrofobico grande. En el segundo cuadro se encuentra el dominio
Stil, con las secuencias correspondientes en violeta. En marrén se muestran las
. 54 repeticiones del tetrapéptido GGMP, caracteristico de estas proteinas. B. La
proteina TgHip comparte distintos dominios estructurales (dominios TPR en
HuSti1 bloques rojos, y dominio Stil, bloques azules) con la Hip de rata (se indican los

sitios descritos de oligomerizacidén y de union a hsp70), y la Stil humana.
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Como se observa en la figura 3.17A y se esquematiza en la fig. 3.17B, el
extremo C-terminal de TgHip, al igual que el de las versiones humana y de rata,
poseen relacion estructural con el extremo C-terminal de la proteinas humana y de
levaduras Stil (homoélogo de la proteina Hop), rasgo que surge de la busqueda en
estas proteinas de dominios caracteristicos por medio del uso de herramientas
disponibles en el sitio “CD-search” [229] (www.ncbi.org), dentro de este dominio se
puede hallar un par de motivos DP (repeticiones de aspartato-prolina, secuencias:
DPEL y DPEV) importantes en la uniéon con Hsp70 [129] y el ensamblado del
receptor de progesterona a Hsp90 [169]. Las regiones, ya descritas para RnHip,
involucradas en la oligomerizaciéon de la proteina y en la union a la Hsp70 [230],
tienen alta homologia con las mismas regiones alineadas de Hip (Fig. 3.17A y B)

TgHip contiene un dominio TPR perfectamente conservado (recuadro superior
Fig. 3.17A), el cual consiste en tres repeticiones de tetratricopetido (indicadas, cada
repeticion de 34 aminodcidos, con colores distintos dentro del recuadro superior fig.
3.17A). Las repeticiones TPR tienen como caracteristicas principales ser secuencias
degeneradas, dispuestas en repeticiones en tandem, generalmente tres. Todas las
repeticiones TPR poseen patrones conservados de similitud de aminodcidos en
términos de tamafo, hidrofobicidad y espacio que permiten la conformacion
estructural de 2 a-hélices antiparalelas por repeticion [163, 232]. En la misma cara de
cada hélice, seis residuos aminoacidicos son criticos (posiciones 4, 8 y 11 en hélice A
y 20, 24 y 27 en la hélice B), también es importante la conservacion de los residuos 1
y 17 [163, 232]. Estos residuos deben ser aminoacidos hidrofobicos chicos, ya que o
bien son vecinos entre hélices (residuos 8 y 20) o estan en la interfase de tres hélices
(residuo 27, en la interfase de hélices A, B y A’). El residuo 32 de cada repeticion es
generalmente una prolina o aminodcido hidrofébico grande. En la figura 3.18 se
puede observar la perfecta conservacion, en la secuencia de cada repeticion TPR de
Hip, de todas estas caracteristicas anteriormente nombradas, al alinearla y compararla
con secuencias de repeticiones TPR ampliamente estudiadas como lo son la RnHip
[78] y la PP5 [163], asi como también la secuencia consenso para repeticiones TPR

determinada por Dobson y col [233] (resaltadas en gris en figura 3.18).
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Hélice A Hélice B

b—-bl-—-b--bbl---b-1bb--bllbb-b----

TgHip 1 117 LGKLEFEZSARCERGNSERALFK¥TEALLIGNPT
RnHip 1 112 ANEKKGRRTIDALNDGELQEARIDLFTDAIELNERL
HuPPS 1 28 AEELKTQANDYFERKDY¥ENAIKFY¥SQLIELN FSH
TgHip 2 151 ALLEIRREDVELLEIKRPVACIRDCDERLELNEDS
BnHip 2 147 AIL¥AKRASVEVELQEPNAARIRDCDRAIEINEDS
HuPPS 2 2 AIYY¥GNRSLA¥LRTEC¥GYALGDATRAIELDKKY
IgHip 3 185 ARLLElL CELIE L GHNEE AL S DL DS DEI DY DE
EnHip 3 181  AQPY¥KWRGKAHRLLGHWEERARDLALACKLDYDE
HuPPS 3 96 IKGYYREAASNMALGEFRARLRDYETVVEVK FHD

A

Figura 3.18. Alineamiento de las unidades tetratricopeptido de dominios TPR pertenecientes a
TgHip, la Hip de rata y la PPS humana. Resaltado en gris se observa el consenso en la estructura
primaria de los dominios TPR “b”= aminoacido hidrofobico, “I”’=aminoéacido hidrofilico, y los
aminodcidos que cumplen con este consenso dentro de la secuencia. Las barras negras ubican la
posicion exacta de las hélices-a (representadas esquematicamente en la parte superior) determinadas
por prediccion de estructura secundaria. En rojo se muestran los aminoacidos conservados en secuencia
y/o estructura presentes en dominios TPR tipicos, son residuos hidrofébicos chicos (res. 8, 20 y 27, son
vecinos entre hélices). Con flechas azules se indican las posiciones claves en esta estructura (hélice A:
res. 4, 8 yl1; hélice B: 20, 24 y 27) en cuanto al tipo de aminoacido presente. En azul se muestra el
residuo 32 que normalmente es un residuo hidrofobico grande como prolina.

Prediccion de la estructura 2ria y 3ria de Hip

La prediccion de la estructura secundaria (usando herramientas disponibles en

http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit) presente en el domino TPR de Hip,

muestra la potencialidad de la formacién de la hélices A y B en sus tres repeticiones
(aminoacidos subrayados con barras negras en figura 3.18).

Para demostrar que el dominio TPR de Hip puede potencialmente satisfacer
todos los requerimientos estructurales para este tipo de dominios, se procedid al
andlisis predictivo de la estructura terciaria del mismo. Comparando la secuencia
aminoacidica de Hip con la de proteinas TPR con estructura previamente estudiada,
mediante el “SwissModel-blast”, se obtuvo como principal candidato a modelo a ser
utilizado en el modelado predictivo de TgHip a la estructura del dominio TPR de la

fosfoproteina humana PP5 [163] (codigo de identificacion “Protein Data Base” (PDB)
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1A17). Con éste modelo y el uso de “SwissModel First Approach” se pudo construir

la estructura 3™ predicha del dominio TPR de TgHip, mediante el uso del programa

DeepView/Swiss-PDB viewer.

Figura 3.19: Modelado predicho
(SwissModel) de la estructura terciaria
de la proteina TgHip. Para realizar el
modelado, se usdé como templado, la
proteina humana PP5. A. Vista lateral del
domino TPR de las versiones humana de
PP5 y la de T. gondii de Hip. B. Vista
superior de ambas proteinas, pudiendose
observar el surco donde generalmente se
encuentra el sitio de union a ligandos en
dominio TPR. Imagenes generadas usando
el programa DeepView/Swiss PDB viewer.

En la figura 3.19 (vista lateral) se puede observar, el alto grado de similitud
estructural del dominio TPR de TgHip con el de PP5, y en la vista superior se puede
reconocer el surco que conforman las a-hélices, el cual fue propuesto como sitio de

union de proteinas blanco [163].
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Identificacion de la proteina P23 de 7. gondii

A partir de las secuencia aminoacidica de la proteina P23 humana (nro. de
acceso GenBank AAA18537.1), se indagd la existencia de esta proteina en el genoma

de T. gondii. Accediendo al genoma y bases de datos de ESTs de toxoplasma, en el

sitio www.ToxoDB.org, realizando TBLASTN y explorando la base de datos de
proteinas predecidas de 7. gondii TwinScan, se obtuvieron secuencias nucleotidicas
con las que se realizaron posteriores BLASTN, que finalmente permitieron obtener
una par de secuencias de ESTs (TgEST 100119695 y TgEST 95051660) y una
secuencia aminoacidica predicha (TgTwinScan_2332). Con estas secuencias se pudo
reconstruir la secuencia de una potencial proteina P23 de 7. gondii (TgP23). La region
de ADN codificante para ésta proteina se clond por amplificacion génica empleando
como molde una biblioteca de ADNc de 7. gondii. La secuencia de este clon incluye
682 bases, cuyo ORF codifica para una proteina deducida de 220 aminoéacidos con
una masa tedrica de 24,3 kDa. En la figura 3.20 (calle 1) se puede observar el
producto (rTgP23) expresado en un vector de expresion bacteriano que adiciona seis
histidinas en el extremo N-terminal (pudiéndo ser reconocido por un anticuerpo anti-
histidinas). Con este producto se produjo un anticuerpo en ratébn que reconoce la
proteina enddgena (calle 3) de 7. gondii con la masa molecular esperada (~25 kDa).
En el extracto de células huéspedes (HFF) no se reconoce ninguna banda reactiva que
pueda ser confundida con la endogena del parasito por reactividad cruzada (Fig. 3.20,

calle 2).

Analisis estructural de la proteina P23 de 7. gondii

Entre los homologos de la proteina P23 conocidos, se observa una alta
similitud en los primeros 100 aminoacidos, pero por otro lado una considerable
divergencia en la region C-terminal [234]. Esta region conservada comprende el
dominio P23, el cual pudo ser identificado en TgP23 y en otras proteinas homologas

(Fig. 3.21) mediante el uso de herramientas disponibles en el sitio “CD-search” [229]

(www.ncbi.org).
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Figura 3.20: Reconocimiento por Inmunoblot de la proteina TgP23 endégena y recombinante.
Proteina recombinante expresada en E. coli reconocida con anticuerpo anti-histidinas (Callel). El
extracto total de fibroblastos humanos (HFF) fue testeado con un anticuerpo anti TgP23 preparado en
raton (calle 2). TgP23 enddgena (calle 3) reconocida a partir de extractos proteicos totales de
taquizoitos de T. gondii. Los pesos moleculares se muestran a la izquierda.
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Figura 3.21: Estructura primaria de TgP23. La proteina TgP23 comparte el dominio estructural P23
(determinado por “CD-search”, www.ncbi.org) con las variantes de P23 humana, de Cristoporidium y
de Brassica (se indica en bloques verdes). La region C-terminal es altamente divergente entre las
proteinas pertenecientes al grupo.
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El dominio P23 de la proteina P23 humana consiste en 8 laminas-f dentro de un
globulo compacto (sandwich [3), en una estructura comprimida de dos hojas opuestas.
Esta estructura es claramente observada (Fig. 3.22A) en P23 y en las otras P23
alineadas. En el estudio predictivo de la estructura terciaria de TgP23, el
“SwissModel-blast” sugirié6 como principal candidato, a modelo a ser utilizado en el
modelado predictivo, a la estructura del dominio P23 de la versiéon humana de P23
[234] (codigo de identificacion PDB 1EJF). Con éste modelo y el uso de
“SwissModel First Approach” se pudo construir la estructura 3™ predicha de este

dominio en TgP23, mediante el uso del programa DeepView/Swiss-PDB viewer.

¢ —Ir—IM>——-—{TID—T»>—— [T ID>—Tr> (I
f1 p2 g3 B4 85 be B7 bs
TgP23 ---PQCAWAETKEFIFLTVQVQSPEDLQVNLQ-ESSLDFKCTS--DKKAFAFHLDFPHPIIVEDSKYSV-QRNVQFKLVKKEK-ERWRTL---SGKTKLHWLKCDWDKWIDSDDEDA---
CpP23 ---PTVLWAQTKKALFVTVDLPDLKDYKVELE-EQYLKFHANV--ENNEYEFRLDFLKPINKEESRYQV-TRSLHFMITKKEE-ERWSSIVKDSSKTK-NWLKCDWNRWIDTDEEENPSS
BnP23 ---PTVKWAQRSDWVYITVELPDAEDVKLKLEPEGKFFFSATSGASKTLYEVDLDLLDSVDVNESKASVSSRSVEYLVKKAES-KWWNRLTKPEGKHP-LYLKVDWDKWVDEDDE-—~~~
HuP23 MQPASAKWYDRRDYVFIEFCVEDSKDVNVNFE-KSKLTFSCLGGSDNFKHLNEIDLFHCIDPNDSKHKRTDRSILCCLRKGESGQSWPRLTKERAKL--NWLSVDENNWKDWED--—-—---
* . LIRS . .

K oeeeee . . % . ke . sk * . .k ox .k . * ek Kkee K ok e

Figura 3.22: Analisis estructural de TgP23. A. Alineamiento del dominio P23 de las proteinas P23 de T. gondii,
Criptosporidium parvum (EAK90130.1), Brassica napus (AAG41763.1) y Homo sapiens (AAA18537.1), realizado mediante el
uso de un programa tipo clustal (MAFFT). Resaltado en amarillo se pueden observar las laminas-fB (esquematicamente
representadas en la parte superior de la figura) determinadas por prediccion de estructura 2™ (usando herramientas disponibles
en http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit). B. Modelado predictivo (Swiss-Model) de la estructura terciaria de la proteina
TgP23 usando como modelo al dominio P23 de la proteina humana P23. Los residuos propuestos como intervinientes en la
union a Hsp90, se indican en ambas proteinas (mostrando su esqueleto carbonico). Imagenes generadas usando el programa
DeepView/Swiss PDB viewer
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En la figura 3.22B, comparando con la estructura de la P23 humana, se observa que el
dominio P23 de la proteina de toxoplasma modelada, respeta esta estructura de
“sandwich” de ocho laminas-f3, conservando también los residuos propuestos [234]

como intervinientes en la union a Hsp90, los cuales se indican en ambas proteinas.

Las proteinas de 7. gondii Hsp90, Hip, P23 y Hsp70 interactian formando parte

de un complejo.

El siguiente paso fue el de comprobar que Hip y P23 estuvieran formando
complejos con la Hsp90 y Hsp70 en 7. gondii. Para ello se emplearon anticuerpos
policlonales especificos contra estas co-chaperonas, tomando a TgHip como marcador
de heterocomplejos tempranos, y a TgP23 como marcador de heterocomplejos
maduros. Los ensayos de co-inmunoprecipitacion revelaron que en condiciones
normales de crecimiento de taquizoitos existe una interaccion mutua entre las proteinas
TgHsp90, TgHip, TgP23 y TgHsp70 (Figura 3.23). Dado que la proteina Hip es parte
de heterocomplejos tempranos [72], no resultd sorprendente observar que TgHip
interactiie con las proteinas TgHsp90 y TgHsp70 pero no con TgP23.

Si bien, la proteina P23 esta considerada como estabilizadora de complejos
Hsp90-sutrato al ser miembro de heterocomplejos maduros [177], también se reportd
su interaccion con la Hsp70 [80]. En la figura 3.23 se observa que TgP23 interactiio
solamente con la proteina TgHsp90 pero no con las proteinas TgHip ni con TgHsp70,
lo que indicaria una diferencia con lo determinado en otros sistemas. Con éste método
de analisis de interacciones proteicas se probaron (con excepcion de la Hsp70)
inmunoprecipitaciones reciprocas entre TgHsp90, Hip y P23. Ademas se controlaron
los efectos inespecificos de este tipo de experimentos, testeando sueros preinmunes
para cada anticuerpo utilizado y realizando los mismos experimentos sin el uso de los
anticuerpos inmunoprecipitantes, para descartar la precipitaciones inespecificas por

parte de la proteina A-sefarosa (datos no mostrados).


http://www.ncbi.org/
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Figura 3.23. Analisis por co-Inmunoprecipitacion de la interaccién de co-chaperonas con la Hsp90
de T. gondii. Se utilizaron anticuerpos policlonales anti-Hsp90, -Hip y -P23, para realizar las
inmunoprecipitaciones, y los mismos anticuerpos y el monoclonal de ratén anti-Hsp70 humana, para
revelar los inmunoblots. Las figuras son representativas de tres experimentos independientes con

resultados similares. En la parte superior de la figura se indican los anticuerpos con los cuales

S€

realizaron las inmunoprecipitaciones y en la parte derecha se indican los anticuerpos con los cuales se
revelod cada fila de inmunoblots. Los pesos moleculares se muestran a la izquierda. Tg: extracto total de 7.

gondii.

Las proteinas de 7. gondii Hsp90, Hip y P23, colocalizan y tienen una localizacion

subcelular diferencial en el cambio de estadio.

A partir de las interacciones observadas entre TgHsp90 y las co-chaperonas
estudiadas, se procedio al analisis por IFI para determinar la localizacién intracelular
y la posible colocalizacion de las mismas, usando los anticuerpos policlonales anti-
TgHip producido en raton (pseudo color verde en la Figura 3.24B), anti-TgP23
producido en ratén (pseudo color verde en la Figura 3.24A) y anti-TgHsp90
producido en conejo (pseudo color rojo en Figura 3.24A y B). Claramente se puede
observar que existe en ambos estadios una colocalizacion entre TgHsp90 y TgP23,

ocupando exclusivamente el citoplasma de taquizoitos y el nucleo y citoplasma de
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bradizoitos. Es decir, la co-chaperona TgP23 acompafia a TgHsp90 en la
translocacion hacia el ntcleo en el cambio de estadio.

El caso de TgHip es distinto, si bien, en el estadio taquizoito (paneles
superiores de Fig. 3.24B), ambas proteinas colocalizan ubicandose exclusivamente en
el citoplasma. En el estadio bradizoito, aunque la tincion de TgHip sea mas dispersa
que en taquizoitos, la colocalizacién con TgHsp90 solo se evidencia en el citoplasma
(panel inferior, Fig. 3.24B). Observando en detalle el panel correspondiente a la
colocalizacion de DAPI con TgHip, se puede definir la presencia del pseudo color azul
en la zona nuclear, sin mezcla con el pseudo color verde correspondiente a TgHip,
indicando que TgHip se encontraria excluido del nucleo de bradizoitos. Examinando
también el panel donde se analiza la colocalizacién de TgHsp90 con TgHip, se pueden
observar regiones preferentemente verdes, otras amarillas y una region nuclear
ocupada por el pseudo color rojo. Todo esto indicaria que en el desarrollo a bradizoito
TgHip no acompafiaria a TgHsp90 en su translocacion al nicleo. En este experimento,
TgHsp90 confirmé nuevamente las localizaciones intracelulares previamente

observadas.
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Figura 3.24. Localizacion intracelular de TgHip y P23 en el desarrollo de 7. gondii. Co-Localizacion intracelular de las proteinas TgP23 (A) y TgHip (B) cor
TgHsp90 en parasitos de la cepa PK. Los parasitos crecidos bajo condiciones taquizoitos o de diferenciacion a bradizoitos se sometieron a un analisis por IFI usand
el anticuerpo anti-TgHsp90, -TgP23, -TgHip, DAPI, y contraste de fase.
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Identificacion de la proteina Hop de 7. gondii

A partir de las secuencia aminoacidica de la proteina Hop (Hsp70/Hsp90-
organizing protein) de Rattus norvegicus (nro. de acceso GenBank NP_620266.1), se
indago6 la existencia de esta proteina en el genoma de 7. gondii. Accediendo al genoma

y bases de datos de ESTs de Toxoplasma, en el sitio www.ToxoDB.org, explorando la

base de datos de proteinas predecidas de 7. gondii TwinScan, se obtuvo una secuencia
aminoacidica predicha (TgTwinScan 2872). También se obtuvieron los ESTs que
permitieron reconstruir la secuencia de una potencial proteina Hop de 7. gondii
(TgHop). El marco abierto de lectura de TgHop se clond por amplificacion génica
usando como molde una biblioteca de ADNc de 7. gondii. La secuencia nucleotidica
de este clon incluye 1719 bases, cuyo marco abierto de lectura codificaria para una

proteina deducida de 572 aminoacidos con una masa teérica de 64 kDa.

Estructura primaria de la proteina Hop de 7. gondii

Todos los homologos de Hop contienen multiples dominios TPR [79], para
determinar si TgHop comparte este rasgo, se usé el “CD-search” [229] (www.ncbi.org)
para identificar dominio putativos. Se hallaron 3 dominios TPR que se pueden observar
encuadrados en la figura 3.25, denominados TPR1, TPR2A y TPR2B. Analizando
ortologos de TgHop de diverso origen, se encontrd un alto nivel de homologia dentro
de los dominios TPR (Fig. 3.25). Dentro de los dominios TPR1 y TPR2B se detectan
un pentapéptido (VLYSN) y un sexapéptido (YSNRAA), respectivamente,
perfectamente conservado, éste ultimo involucrado en la unién con Hsp90 [129]. En la
region C-terminal se encuentran los motivos DP (repeticiones de aspartato-prolina) las
cuales, son importantes en la unién con Hsp70 [129], éstos aminodcidos estan
resaltados en amarillo en la figura 3.25. Los residuos de la version humana de la
proteina Hop involucrados en la interaccion con motivos EEVD de las proteinas Hsp90
y Hsp70 [132] se pueden observar resaltados en el alineamiento de la figura 3.25 en

verde y rojo, los cudles estan altamente conservados en los TPR de TgHop.


http://www.ncbi.org/
http://www.ToxoDB.org/
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Figura 3.25: Alineamiento comparativo de la secuencia aminoacidica de homoélogos de Hop. Se alinearon la secuencia aminoacidica deducida de Toxoplasma
gondii, con las de Plasmodium yoeli (AAAS58682.1), Homo sapiens (EAA22670.1) y Glycine max (Q43468) usando un programa del tipo clustal (MAFFT). Los
aminoacidos idénticos se marcan con *, y la similitud parcial se marca con puntos, los “gaps” se indican con guiones los cuales se introducen para maximizar el
alineamiento. Encuadrados se muestran los tres dominios TPR de las proteinas Hop. Los residuos resaltados con rojo y verde son los residuos altamente conservados
invoulucrados en la interaccion con el motivo EEVD de las proteinas Hsp90 y Hsp70 mediante interacciones electroestaticas (rojo) o uniones hidrofobicas y de van
Der Waals (verde), en la version humana de Hop. Resaltado en amarillo se muestran las regiones de repeticiones aspartato-prolina DP.
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Estos residuos en la version humana son responsables mediante interacciones
electroestaticas (residuos en rojo fig. 3.25) o uniones hidrofébicas y de van Der Waals
(residuos en verde fig. 3.25) de la especificidad de la union de Hop con Hsp90 y Hsp70
[132], y a su vez estan altamente conservado en los TPR de TgHop. Analizando la
estructura primaria de los potenciales dominios TPR de TgHop, se alinearon todas las
repeticiones TPR de TgHop (Figura 3.26), en primer lugar se puede notar el alto nivel
de conservacion de la secuencia consenso para dominios TPR [233] (resaltados en gris
los aminoacidos que cumplen con este consenso dentro de la secuencia). También se
observa la alta conservacion de todos los requisitos, ya mencionados, que son
esenciales para la existencia de un dominio TPR, por ejemplo los residuos
hidrofobicos chicos (res. 8, 20 y 27, vecinos entre hélices). También se encuentran las
posiciones claves en esta estructura (hélice A: res. 4, 8 y11; hélice B: 20, 24 y 27 y el
res. 32 que normalmente es un residuo hidrofobico grande como prolina) en cuanto al
tipo de aminoacido presente. Resaltados en amarillo, en la figura 3.26, se sefialan los
residuos altamente conservados en las unidades tetratricopéptido de los dominios TPR
de la proteinas Hop, involucrados en la unién con motivos “EEVD” de las proteinas
Hsp90/70 [132]. Estos se encuentran también en el dominio TPR2B, aunque este
dominio no tiene ligando conocido. En esta figura se agruparon en el alineamiento las
repeticiones de cada dominio, de manera, de poder observar que estos residuos
(resaltados en amarillo) se encuentran altamente conservados y ubicados en la misma

posicion dentro de la repeticion TPR

Prediccion de estructuras secundarias y terciarias de TgHop

La prediccion de la estructura secundaria (usando herramientas

disponibles en http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit) presente en los dominios

TPR de TgHop, muestra la potencialidad de la formacion de las hélices A y B en
todas las repeticiones de los tres dominios TPR (aminoécidos subrayados con barras

negras en figura 3.26).


http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit
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Figura 3.26. Alineamiento de las unidades tetratricopeptido de dominios TPR1, TPR2A y
TPR2B pertenecientes a TgHop. Resaltados en gris se observa el consenso en la estructura primaria

66179

de los dominios TPR “b”= aminoacido hidrofébico, aminoacido hidrofilico, y los aminoacidos
que cumplen con este consenso dentro de la secuencia. Las barras negras ubican la posicion exacta de

las hélices-a (representadas esquematicamente, en la parte superior) determinadas por prediccion de
estructura secundaria. En rojo se muestran los aminoacidos conservados en dominios TPR tipicos.
Con flechas azules se indican las posiciones claves en esta estructura (hélice A: res. 4, 8 yl11; hélice
B: 20, 24 y 27) en cuanto al tipo de aminodcido presente. En azul se muestra el residuo 32 que
normalmente es un residuo hidrofébico grande como prolina. Resaltados en amarillo se sefialan los
residuos altamente conservados en las unidades tetratricopéptido de los dominios TPR de la proteinas
Hop, 1nvolucrados en la unioén con peptldos “EEVD” de protelnas Hsp90/70, se encuentran también

Para un andlisis mas detallado de los dominios TPR de TgHop, se procedio al
analisis predictivo de la estructura terciaria del mismo. Mediante el “SwissModel-
blast”, se obtuvieron distintos candidatos “modelos” para ser utilizados en el
modelado predictivo de los tres dominios TPR de TgHop: para el dominio TPR1, se
uso la variante humana de este dominio (c6digo PDB 1ELW) [132], para el domino
TPR2B también se uséd la variante humana de este dominio (cédigo PDB 1ELR)
[132]. Con éstos modelos y el uso de “SwissModel First Approach” se pudo construir
la estructura 3™ predicha de los dominios TPR1 y TPR2A de TgHop, mediante el uso
del programa DeepView/Swiss-PDB viewer. En las figuras 3.27 y 3.28 se puede
observar alto nivel de homologia estructural obtenido en el modelado de los TPR de
TgHop comparados con sus contrapartes de la proteina humana. Como ya fue
mencionado en la introduccion las hélices antiparalelas de cada dominio TPR

conforman una superficie concava como parte del extremo N-terminal de las hélices
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de cada par (hélices 1, 3 y 5), este “surco” es el propuesto como sitio de union del
motivo EEVD de la Hsp70 en el TPR1, o del motivo MEVD de Hsp90 en el TPR2A
[132]. En las figuras 3.27B y 3.28B se observa la vista superior de los TPR1 Y
TPR2B, respectivamente, indicandose especificamente los residuos aminoacidicos
involucrados en la unidn con las proteinas Hsp90 y Hsp70 ubicados en las hélices 1, 3
y 5 mirando hacia la cavidad concava, casi la totalidad de estos residuos estan
conservados en TgHop y la prediccién estructural también muestra una correcta

ubicacion espacial de los mismos.

TgHop(TPR1) : HuHop(TPR1)

Figura 3.27: Modelado predictivo (Swiss-Model) de la estructura terciaria del dominio TPR1 de la
proteina TgHop. Para el modelado se utilizdo como modelo, el dominio TPR1 de la proteina humana
Hop. A. Vista lateral de ambas proteinas. B. Vista superior de ambas proteinas, pudiéndose observar el
surco donde se encuentra el sitio de union al motivo EEVD de la proteina Hsp70 y los residuos
conservados involucrados en la unioén. Imagenes generadas usando el programa DeepView/Swiss PDB
viewer.
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HuHop(TPR2A)

HuHop(TPR2A)

Figura 3.28: Modelado predictivo
(Swiss-Model) de la estructura
terciaria del dominio TPR2A de la
proteina TgHop. Para el modelado se
utilizd como modelo, el dominio
TPR2A de la proteina humana Hop. A.
Vista lateral de ambas proteinas. B.
Vista superior de ambas proteinas,
pudiéndose observar el surco donde se
encuentra el sitio de union al motivo
MEEVD de la proteina Hsp90 y los
residuos conservados involucrados en la
union. Imagenes generadas usando el
programa DeepView/Swiss PDB
viewer.
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Identificacion de la proteina Hsp40 de 7. gondii

A partir de las secuencia aminoacidica de la proteina Hsp40 humana (nro. de

acceso GenBank BAA12819.1), se pudo hallar, en el sitio www.ToxoDB.org,

explorando la base de datos de proteinas predecidas de 7. gondii TwinScan, la
secuencia aminoacidica predicha (TgTwinScan 3127), la cual ya estaba asignada
como una Hsp40 putativa. Se clon¢ la secuencia codificante, amplificando la secuencia
por la técnica de PCR, usando como molde una biblioteca de ADNc de 7. gondii. La
secuencia nucleotidica de este clon incluye 987 bases, cuyo marco abierto de lectura

codifica para una proteina deducida de 329 aminoacidos con una masa teérica de 36

kDa.

Estructura primaria de la proteina Hsp40 de 7. gondii

Para identificar dominios putativos en la estructura primaria de la proteina
Hsp40 de T. gondii (TgHsp40), se procedi6 al uso de las herramientas disponibles en el
sitio “CD-search” [229] (www.ncbi.org). De esta manera se identifico la presencia de
dominios J, denominados asi por su homologia con la proteina DnalJ (Hsp40 bacterial)
[235], un dominio J N-terminal, reportado previamente como estimulador de la
actividad ATPasa de la Hsp70 [236], y otro C-terminal de funcidén desconocida, pero
presente en todas las variantes conocidas de la Hsp40. El alineamiento de la TgHsp40
con distintos ort6logos, muestra un mayor nivel de homologia en éstas regiones Dnal
(Fig.3.29). Un dominio tipico de las Hsp40 del tipo I (Dnal bacterial, Ydjl de
levaduras y la variante humana Hdj2), es el péptido CXXCXGXG, el cual conforma
estructuralmente un dominio dedos de zinc. Este se encuentra ausente en TgHsp40, por
lo que a ésta variante se la podria encuadrar dentro de las Hsp40 del tipo II como lo

son la Hsp40 de S. cerevisae Sis1 y la variante humana Hdj1.


http://www.ncbi.org/
http://www.ToxoDB.org/

RESULTADOS

Dominio DnaJ,

TgHsp40 MGKD-4YYRILGVGKDASEADLKKAYRKLAMKWHPDKHADADAKKKAEAQFKDIAEAYDVLSDKEKRQIYDQFGEEGLKSGGSPTGTAGPGGSRAN-———=———=———— FVYR-EVDPSE
PfHsp40 MGKD-qYYSILGVSRDCTTNDLKKAYRKLAMMWHPDKHNDEKSKKEAEEKFKNIAEAYDVLADEEKRKIYDTYGEEGLK-GSIPTGG——-—-—-—-—— NT-—-—-—————————— YVYS-GVDPSE
HuHsp40 MGKD-qYYQTLGLARGASDDEIKRAYRRQALRYHPDKNKEPG----AEEKFKEIAEAYDVLSDPRKREIFDRYGEEGLK-GGSPSGGSSGGANGTS————————————— FSYTFHGDPHA
ScSISsl MVKETHLYDLLGVSPSANEQELKKGYRKAALKYHPDKPTGDT--—--—-— EKFKEISEAFEILNDPQKREIYDQYGLEAARSGGPSFGPGGPGGAGGAGGFPGGAGGFSGGHAFS-NEDAFN

*oxy KooKkl L. HER L O HER R R ] I S .o *.
TgHsp40 LFSRFFGSDRMF-F-—-————=——— GG--DDDFGPF----GS-VGMGSHSNFPFRMHHAGSGSFG--SRAPSKPK—-——-—— TYEVDLSLSLEELYTGTKKKLKITRTRYR--NGQOMLKEDNVL
PfHsp40 LFSRIFGSDGQFSF-——-———--—~ TSTFDEDFSPF----STFVNMTSRKSRP--—-— STTTNIN--TNNYNKPA---—~— TYEVPLSLSLEELYSGCKKKLKITRKRFM--GTKSYEDDNYV
HuHsp40 MFAEFFGGRNPFDTFFGQRNGEEGMDIDDTFSSFPMGMGGFTNMNFGRSRP—-——-———— SQEPT--RKKQDPPV--——-— TH--DLRVSLEEIYSGCTKKMKISHKRLNPDGKSIRNEDKIL
ScSIsl IFSQFFGGSSPF-———-—-—-——-——-— GGADDSGFSFSSYPSGGGAGMGGMPGGMGGMHGGMGCGNRGGFRSASSSPTYPEEETVQVNLPVSLEDLFVGKKKSFKIGRK————— GPHGASEKTQI

:*:.:**. * *. *. . ..* . . * * * :***::: * .*.:** . .

Dominio C-terminal DnaJ,
TITITTTITIITY UL =TETTITITTAT TITTALT

TgHsp40 SIDVKPGWKEQ@TKITFAGEGDQDSPTSPPGDVVEVVKTKPNSRFVRDGNHLIHKVAIPLVKALTGFTVPIESLDGRSFKVKVDTVVTPKSRKIVPNEGKEFDGWYISGSSASNVRPGEKGD
PfHsp40 TIDVKAGWKDETKITFYGEGDQLSPMAQPGDLVFKVKTKTHDRFLRDANHLIYKCPVPLDKALTGFQFIVKSLDNRDINVRVDDIVTPKSRKIVAKEGMPSSKY - —-—-——————— PSMKGD
HuHsp40 TIEVKRGWKEG@TKITFPKEGDQTS-NNIPADIVEVLKDKPHNIFKRDGSDVIYPARISLREALCGCTVNVPTLDGRTIPVVFKDVIRPGMRRKVPGEGLPLPKT-——-——————— PEKRGD
ScSISsl DIQLKPGWKAGQTKITYKNQGDYNPQTGRRKTLQFVIQEKSHPNFKRDGDDLIYTLPLSFKESLLGFSKTIQTIDGRTLPLSRVQPVQPSQTSTYPGQGMPTPKN-———————-——— PSQRGN

Kok Rk kpRokokok HEOR RO HEEE HEE R S A HE Lox xR
TgHsp40 LILEFDIHFPK-—-=-—==—————~f———~
PfHsp40 LIVEFDIVFPKSLTSEKKKIIRETILANTF
HuHsp40 LVIEFEVIFPERIPVSSRTILEQVILPI--
ScSISsl LIVKYKVDYPISLNDAQKRAIDENEF---—

Koo o oe e . .k

Figura 3.29: Comparacion de diferentes proteinas Hsp40. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las Hsp40 de Toxoplasma gondii, Plasmodium
falciparum (NP_473047.1), Homo sapiens (BAA12819.1) y Saccharomyces cerevisae (Sisl, CAA41366.1), usando un programa del tipo clustal (MAFFT). Los
aminoacidos idénticos se marcan con *, y la similitud parcial se marca con puntos, los “gaps” se indican con guiones los cuales se introducen para maximizar el
alineamiento. Encuadrados se encuentran los dominios caracteristicos de las proteinas Hsp40, el dominio DnaJ N-terminal, y el dominio DnaJ C-terminal. Con una
flecha se indica el dominio tipico de las Hsp40 del tipo I (Dnal, Ydj1, Hdj2), CXXCXGXG, el cual conforma el dominio dedos de zinc.



RESULTADOS

Prediccion de la estructura terciaria de TgHsp40

Como modelo para la realizacion del modelado predictivo, se pudo acceder
unicamente a la version de levaduras de la Hsp40 (Ydjl), cuya estructura ya fue
determinada [237] (c6digo PDB: INLT). Como fue mencionado, esta proteina de levaduras
es una Hsp40 del tipo I, y la ausencia de dominios dedos de zinc en la estructura primaria
de la proteina TgHsp40 indica que esta proteina seria una Hsp40 de tipo II. Si bien el
modelado de TgHsp40 fue realizado, la estructura mostrd tener muy baja homologia con

Ydjl.

De esta manera pudimos detectar en 7. gondii, el sistema minimo de 5 proteinas:
Hsp90, Hsp70 (previamente reportada [90]), Hop, P23 y Hsp40, caracterizadas previamente
como intervinientes en numerosas funciones homeostasis celular, y principalmente
estudiadas en el ensamblado de receptores de esteroides [72]. Trabajos futuros detallaran

en mayor profundidad la reelevancia de este grupo de proteinas en el parasito.



4. Discusion
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La interconversion entre taquizoitos y bradizoitos es el paso clave que puede
determinar la patogenicidad sobre un organismo infectado con 7. gondii, al mismo tiempo
los mecanismos moleculares que conllevan a esta interconversion son casi desconocidos,
por lo tanto se hace evidente la importancia del conocimiento de este tipo de eventos.

En este trabajo se clond, secuencid y caracterizd la estructura primaria de la
proteina Hsp90 de T. gondii. Asimismo se pudo comprobar que la expresion de la proteina
Hsp90 se incrementaba en bradizoitos y ante condiciones de estrés (calor). En base a
nuestros resultados y a lo observado con las proteinas Hsp60 [35] y Hsp70 [90] de T.
gondii, se confirma un nexo entre las HSPs estrés y diferenciacion a bradizoito. Un
hallazgo novedoso es el hecho de que la localizacion intracelular de TgHsp90 esta
regulada durante el desarrollo del parésito 7. gondii. También que esta funcionalidad
podria ser esencial para el cambio de estadio, al menos para el pasaje de bradizoito a
taquizoito el tnico caso donde fue posible usar GA sin afectar la funcionalidad de Hsp90
de las células huésped. Si bien la delecion del gen Asp90, podria ser letal para el parasito,
seria importante poder arribar a la anulacion total de su funcion para confirmar el papel
esencial de esta proteina en el desarrollo.

Como complemento de este estudio se identificaron en el genoma del parasito las
co-chaperonas claves en la accion de la ampliamente estudiada maquinaria chaperona de
las proteinas Hsp90/70 [72]. Se clonaron, secuenciaron y caracterizaron preliminarmente
las proteinas TgHip, TgP23, TgHop y TgHsp40. Por co-Inmunoprecipitaciones se pudo
establecer la posibilidad, que la proteina TgHsp90 forme heterocomplejos con TgHsp70,
TgHip y TgP23, y que a su vez en estos complejos no co-existan las proteinas TgHip con
TgP23. También se observo que la localizacion intracelular de TgP23 como TgHsp90 esta
regulada en el cambio de estadio de taquizoito a bradizoito, marcandose una relacion entre

estas proteinas y el desarrollo.

Estructura de la proteina TgHsp90

El analisis de la estructura primaria de la version de la proteina Hsp90 de 7. gondii,
revelo, por el altisimo grado de similitud de secuencia observado, que esta proteina posee
los dominios y motivos principales que caracterizan a las proteinas pertenecientes a la

familia de Hsp90. Asi se puede observar la presencia del decapéptido YSNKEIFLRE,
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considerado como una “firma’ para esta familia. La secuencia aminoacidica del dominio
N-terminal de Hsp90, expone la region de uniéon a ATP con el dominio ATPasa el cual
aloja también el sitio de union de GA. Sugestivamente la prediccion de la estructura
terciaria de este dominio, basandose en el homdlogo de levaduras, con la cual la proteina
Hsp90 de T. gondii comparte un 68% de identidad, sefnal6 la posibilidad de la existencia de
un bolsillo molecular, al igual que fue caracterizado para Hsp90 de levaduras [109], en
donde se asienta la GA.

Nuestro analisis advirtiéo en la secuencia de Hsp90 de T. gondii, la existencia de
varias sefiales de localizacion nuclear, una clésica y otra bipartita. Atn no es conocido si
son funcionales. En otros casos reportados, se observo que en condiciones normales de
crecimiento se puede logar una importacion efectiva de Hsp90 al nticleo con el agregado
de una sefial NLS extra [238]. Teniendo en cuenta que no se encontraron NLSs en las
secuencias de Hsp90s de otras especies, se sugirid que ésta proteina podria translocar al
nucleo mediante la asociacion con multiples proteinas poseedoras de NLSs [157]. En el
caso particular de Toxoplasma la transferencia de Hsp90 al nucleo solamente en el
desarrollo a bradizoito puede ser causado por la exposicion de alguna de las sefiales NLS
que estando enmascarada bajo condiciones normales de crecimiento, las cuales pueden ser
expuestas dependiendo de la interaccidon con otras co-chaperonas o algln tipo de proteina

regulatoria.

Regulacion de la proteina Hsp90 en el desarrollo de 7. gondii

En estudios previos se habia sugerido un papel crucial para las HSPs en el
desarrollo a bradizoito, demostrandose que la inhibicion simultinea de las proteinas
Hsp90, Hsp70 y Hsp27 mediante el uso de quercetina coincidia con la reduccion en el
nimero de bradizoitos inducidos por pH alcalino [90]. En este estudio pudimos dilucidar
especificamente la importancia de la proteina Hsp90 en desarrollo asexual del parasito. La
sobreexpresion de Hsp90 fue observada en dos modelos de induccidon a bradizoito, el
basado en el estrés alcalino y el basado en el hambreado de CO.. En el caso de la cepa RH
AUPRT de T. gondii inducidos por hambreado de CO,, se observd un incremento en la

expresion bajo ambas condiciones, estrés por calor e induccion a bradizoito. Este
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incremento en la expresion de la proteina Hsp90 durante el pasaje a bradizoito se observé
tanto a nivel de ARNm como de proteina, aunque con claras diferencias en los niveles de
induccion. Estas diferencias pueden deberse al uso de técnicas semicuantitativas o a una
estabilidad diferencial de los ARN mensajeros durante el desarrollo. En otros organismos
también la proteina Hsp90 demostrd tener expresion diferencial durante el desarrollo,
desde plantas como B. napus [91], apicomplexas como P. yoeli y P. falciparum [89, 93],
insectos como Lucilia sericata [239], y tripanosomatideos como Leishmania donovani
[240]. Todo esto indica una relacioén ubicua entre Hsp90 y desarrollo. En muchos de estos
casos mencionados, no so6lo esta regulada la expresion de Hsp90, sino también, su
localizacion subcelular dependiente del desarrollo [91, 93].

En el caso de 7. gondii también se observd una localizacion diferencial regulada
por el desarrollo. La localizacion intracelular de la proteina Hsp90 fue claramente
determinada en el citoplasma de taquizoitos y, en ambos, citoplasma y nucleo de
bradizoitos. Este fendmeno fue observado para ambas cepas ensayadas. A su vez la cepa
mutante B7 de 7. gondii [228], la cudl estd imposibilitada de desarrollarse a bradizoito,
interesantemente demostr6 que el impedimento en el cambio de estadio estaba
acompanado, también por una incapacidad por parte de la proteina Hsp90 de translocar al
ntcleo, luego de someter a estos parasitos a estimulos que normalmente inducen el
desarrollo al estadio bradizoito. Este hallazgo implica una confirmacién adicional, que la
presencia de la proteina Hsp90 en el nucleo esta relacionada a una serie de eventos y
sefales que desembocan en la conversion a bradizoito, y no es simplemente una
consecuencia de las condiciones de estrés inducidas.

Si bien, se conoce que la mayoria de las proteinas que interactiian con la proteina
Hsp90 lo hacen en el citoplasma, se han encontrado ejemplos en los cuales Hsp90 se
encuentra en el nucleo, interaccionando con otra proteinas entre las que se puede nombrar
a las histonas y proteinas ribosomales [238, 241-245].

Es interesante notar que en algunos parasitos de la cepa PK expresando marcadores
de bradizoito, la proteina Hsp90 estaba presente solo en el citoplasma durante el cambio de
estadio in vitro, lo cual podria ser explicado por la heterogeneidad que tiene la poblacion
de la cepa PK durante el cambio de estadio [24]. También podria estar mostrando que la
localizacion nuclear de Hsp90 es un evento que estaria mas asociado con el estadio

bradizoito maduro, aseveracion basada en el hecho que existe una muy alta correlacion
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entre la localizacion nuclear de Hsp90 y la presencia del marcador de bradizoito maduro
P21 (Fig. 3.14). Mas atn, todos los bradizoitos liberados de quistes de cerebros
(bradizoitos maduros) muestran una localizacién nuclear de Hsp90. Curiosamente, los
bradizoitos obtenidos de quistes cerebrales y tratados con GA, ain cuando seguian siendo
bradizoitos, mostraron una localizacion extranuclear de la proteina. Esto podria estar
indicando que una sefal de pasaje a taquizoito, recibida por el parésito, podria ser la
responsable de limitar la presencia de Hsp90 en el nucleo, pero que también podria ser
necesaria una forma funcional de Hsp90 en el citoplasma para completar el pasaje a
taquizoito. Del analisis de la localizacion subcelular de la proteina Hsp90 se desprende,
que hay una relacion entre la ausencia de la proteina del nucleo y la imposibilidad de
desarrollarse a taquizoitos, y entre la translocacion de la proteina al ntcleo y el desarrollo a
bradizoito. Es decir, la importancia de la localizacion intracelular de Hsp90, seria mas

crucial en determinadas etapas del desarrollo.

Inhibicion de Hsp90 y desarrollo

Las drogas mas utilizadas contra 7. gondii son la pirimetamina y las sulfamidas,
las cuales, administradas de manera combinada, resultan efectivas para la eliminacion de
los taquizoitos. Sin embargo, estas drogas no son capaces de actuar sobre los bradizoitos
presentes en los quistes. Por otra parte, la combinacion de estas drogas es mal tolerada
tanto en embarazadas como en individuos inmunocomprometidos con toxoplasmosis
cerebral, por lo cual en ocasiones se deben utilizar otras drogas de menor eficacia. Més
aun, en algunos pacientes portadores del HIV, estos tratamientos pueden acelerar la
pérdida de linfocitos [246]. Por lo tanto, es necesario contar con nuevas drogas tanto
contra el taquizoito como contra el bradizoito.

Recientemente se desperté un gran interés en la proteina Hsp90 como blanco de
terapias, debido su capacidad de unir especificamente agentes antineoplasicos de la clase
de benzoquinonas ansamicinas, como por ejemplo la geldanamicina [109, 202]. La
interaccion de estas drogas con la proteina Hsp90 tiene efectos negativos sobre numerosas
proteinas “clientes” que requieren una union a Hsp90 para su adecuada funciéon, como ser
v-src, c-Raf-1, c-erbB2, met, CDK4, p53, Bcer-Abl, y los receptores de esteroides [110,

203-205]. Una observacion sumamente interesante, surgida de la comparacion del analisis



DISCUSION 108

de heterocomplejos-Hsp90 de células normales versus células tumorales es que en éstas
ultimas los heterocomplejos estan cargados de oncoproteinas y proteinas mutadas que
otorgarian a la proteina Hsp90 de éstas células una mayor afinidad por GA que la
observada en proteinas Hsp90 derivadas de células y tejidos normales, donde normalmente
esta desacomplejada [212, 213]. Seria interesante conocer si existe también esta diferencia
de afinidad por GA entre una Hsp90 de células normales y una Hsp90 de parasitos en
etapas de diferenciacion. Son conocidos también los estudios realizados con drogas con
afinidad a Hsp90, en la busqueda del bloqueo de procesos infectivos de parasitos diversos
como P. falciparum [89, 215], Trypanosoma cruzi [92] y el nematodo causante de
filiariasis Brugia phangi [247], entre otros . También se estudiaron los efectos de la
inhibicién de Hsp90 en los procesos de invasion de P. falciparum y T. gondii [89, 215,
218].

En el presente estudio se observo que el uso de la GA tiene un efecto pleiotropico
contra el 7. gondii. Fue determinado el efecto sobre la invasion de taquizoitos (Fig. 3.11) y
bradizoitos (Fig. 3.13), probablemente afectando las Hsp90 extracelulares como sugirid
Ahn y col. (2003) [218]; también afecta la replicacion y el desarrollo. En el pasaje de
taquizoito a bradizoito se produjeron varios e importantes cambios en comparacion con los
parasitos no tratados. La GA bloque6 el desarrollo a bradizoito y disminuyo la replicacion
celular. Fue sugerido que son los taquizoitos y no los bradizoitos los que se dividen o
pueden dividirse a baja velocidad [248, 249], por lo tanto la inhibicion puede estar
produciéndose en la replicacion de taquizoitos, como fue observado previamente [218].
Varios trabajos han demostrado que la inhibicion del ciclo celular de taquizoitos promueve
la diferenciacion a bradizoito (comunicacion personal Conde de Felipe, M) [248, 250]. Por
lo tanto, si bien la proteina Hsp90 al ser inhibida podria estar afectando el ciclo celular del
parasito, ya que es conocida su importancia en la regulacion del mismo en mamiferos
(revisado en [133]), o mas aun, afectando multiples procesos celulares, es claro que tiene
un accionar directo sobre la localizacion intracelular de Hsp90 y por consiguiente en el
desarrollo.

Para independizar los resultados obtenidos con GA en el caso de la interrupcion del
desarrollo de 7. gondii, de posibles efectos deletéreos de la droga sobre el parasito o las
células huésped, que en tltima instancia sean los responsables de éste arresto, se llevaron a

cabo controles de reversibilidad de la los efectos de la droga, y viabilidad de parasitos y
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células huésped. Asi se comprobd que la GA en las concentraciones utilizadas, actuaba en
forma reversible. Pretratando a parésitos con la droga, y luego elimindndola del medio de
cultivo, en experimentos de desarrollo a bradizoito, se obtuvo simplemente una
disminucion en la invasion (Fig. 3.11), pero un correcto cambio de estadio luego de 4 dias
de cultivo, al igual que los casos control y que el pretratamiento de células huéspedes con
GA (Figura 3.12). Los experimentos de cambio de estadio de bradizoito a taquizoito, se
realizaban pretratando a los bradizoitos con GA y luego eliminando la droga. En estos
casos también se obtuvo una reduccion en el niveles de invasion y en la carga parasitaria
del cultivo luego de 24 hs (Fig. 3.13), pero si el experimento se continuaba durante 72 hs,
al final del experimento todos los parésitos (pretratados con GA y control) habian
comenzado la replicacion y desarrollado a taquizoito, con la diferencia que los pretratados
con GA mostraron un retraso en el desarrollo, el cudl, fue inducido por la droga (Fig.
3.15).

Teniendo en cuenta que en el experimento del efecto de GA sobre la conversion
taquizoito a bradizoito se estd afectando a la célula huésped, no se puede asegurar que
Hsp90 tenga un papel esencial en la conversion a bradizoito. Es diferente el caso del
analisis de la reconversion a taquizoito desde el estadio bradizoito. En este caso solamente
los parasitos fueron afectados por la GA. Por lo tanto el hecho de que la droga GA haya
afectado por completo el desarrollo desde taquizoito a bradizoito nos dice que la proteina
es importante en este fendmeno. Teniendo en cuenta que la mayoria de las patologias
peligrosas producidas por 7. gondii en pacientes VIH positivos y en pacientes con
infeccion congénita son debidas a la reactivacion de la infeccion (pasaje de bradizoito a
taquizoito) este hallazgo puede ser importante para el tratamiento de estas patologias.

Esta claro que en los casos de inhibicion de la replicacion y la diferenciacion del
parésito por al presencia de GA, se estd afectando la funcion de la proteina Hsp90. Las
funciones reportadas de Hsp90, muestran generalmente a esta proteina asociada a
heterocomplejos [72]. Estos heterocomplejos-Hsp90 son los responsables de mantener en
estado competente a factores de transcripcion, proteinas quinasas, proteinas receptoras y

proteinas de sefializacion.
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Hsp90 y co-chaperonas

El anélisis de las bases de datos del proyecto genoma de Toxoplasma permitio
acceder a la secuencia nucleotidica y aminoacidica de varias co-chaperonas “putativas” del
parasito. Asi parte de este trabajo se centro en lograr el clonado y expresion de dos co-
chaperonas marcadoras de dos tipos de heterocomplejos de la maquinaria Hsp90/Hsp70
(descrita por [72]), los complejos tempranos (protagonizados por la proteina Hip) y los
complejos maduros (protagonizados por la proteina P23).

El analisis de la estructura 1™ de TgHip, reveld un alto nivel de homologia con
varias proteinas Hip conocidas, poseyendo los dos dominios mas caracteristicos de estas
proteinas el dominio TPR y el dominio Stil (Fig. 3.17). La proteina Hip de 7. gondii
contiene un bajo nimero de repeticiones del tetrapéptido GGMP, en su lugar contiene
contiene varias repeticiones imperfectas, todos razgos que ocurren de manera equivalente
en las versiones de rata y humana de Hip (Fig. 3.17A). Por el contrario las versiones de
Plasmodium spp. analizadas muestran un alto nimero de repeticiones de éste motivo. Este
motivo también se encuentra también en chaperonas como Hsp70 [230], y podria ser
responsable de interacciones proteina-proteina. Fue sugerido que el alto nimero de
repeticiones GGMP seria un rasgo de eucariotas inferiores [231], en este caso TgHip seria
una excepcion, significado que deberia ser estudiado en trabajos futuros.

La proteina P23 de 7. gondii expone una importante homologia con el altamente
conservado dominio P23 ubicado en la region N-terminal de todas las proteinas P23
caracterizadas [234] (Fig. 3.21). Este dominio posee una estructura secundaria
caracteristica determinada por 8 laminas-[3. La prediccion de la estructura 2™ en la version
de T. gondii confirm¢ dicha estructura, la cual esta perfectamente alineada con todas las
versiones de P23 analizadas en la figura 3.22A. La prediccion de la estructura terciaria
también mostrd la potencial conservacion de la estructura de globulo compacto (sandwich
), en una organizacién comprimida de dos hojas opuestas (figura 3.22B).

Este importante nivel de homologia fue hallado también en las proteinas Hop y
Hsp40 de T. gondii. Interesantemente la prediccion de la estructura terciaria de los
dominios TPR1 y TPR2A en la version de toxoplasma de Hop permitié detectar la
presencia de estructura y residuos aminoacidicos importantes para la funcion de Hop

(Figuras 3.25, 3.27-28), la cudl es, coordinar la presencia de Hsp70 y Hsp90 en complejos,
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al unirse a ellas [132]. Si se agrupan las primeras repeticiones TPR de cada dominio TPR,
y luego las segundas y luego las terceras, y se las alinea (Fig. 3.26) se puede observar la
exacta equivalente ubicacion de estos residuos necesarios para la union a Hsp70/90 dentro
de la repeticion, al igual que ocurre en el resto de los dominios TPR de Hop estudiados.
Todos estos rasgos ubican a la proteina Hop de 7. gondii como potencialmente funcional

en el marco de heterocomplejos-Hsp90/70.

Interacciones entre las chaperonas Hsp90/70 y las co-chaperonas Hip y P23

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion, y con la posibilidad de usar el
anticuerpo monoclonal anti Hsp70 humana (que revela una proteina de 72 kDa, la Hsp70
de T. gondii [90]) se pudo identificar una serie de interacciones in vivo, correspondientes a
un potencial heterocomplejo en 7. gondii. Se presume la presencia de TgHip en complejos
tempranos, al determinar que esta proteina co-inmunoprecipitaba con TgHsp90, con
TgHsp70, pero no con TgP23. Asimismo, TgP23 co-inmunoprecipité solamente con
TgHsp90, pero no con TgHip o TgHsp70, sugiriendo que forma parte de complejos
maduros (Figura 3.23). Fue reportado que P23 no sélo interactia con Hsp90 sino que
también lo hace con la Hsp70 [80]. En T. gondii ademas de no detectarse interaccion entre
TgHip y TgP23, parece no existir interaccion entre TgP23 y la TgHsp70. Tanto Hip como
P23 no son proteinas tan abundantes como lo es Hsp90. Si en la inmunoprecipitacion de
cualquiera de estas dos proteinas, no se detecta una proteina ensayada, esto no significa

necesariamente ausencia de interaccion.

Las proteinas Hip y P23 muestran diferencias en su localizacion subcelular

relacionada al desarrollo

Los ensayos de inmunofluorescencia, mostraron que P23 colocaliza
intracelularmente con Hsp90 en ambos estadios, esto quiere decir que es citoplasmatica en
el estadio taquizoito y citoplasmatica-nuclear en el estadio bradizoito (Figura 3.24A).

Hip acompaiia en su localizacion intracelular a la proteina TgHsp90 en el estadio
taquizoito ubicdndose en el citoplasma. Por el contrario, en el cambio de estadio a

bradizoito, Hip parece no translocar al nicleo. De los ensayos de co-inmunoprecipitacion
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se desprendia la presuncion, de que la proteina TgHip era miembro de complejos con
TgHsp90 y con TgHsp70, pero no con TgP23 indicando que formaba parte de complejos
tempranos. Del andlisis de las IFIs se puede concluir que TgHip no comparte, al menos,
una relacion espacial en el nicleo de bradizoitos con TgHsp90 ni tampoco con TgP23, o

sea, no acompaia los complejos que puedan estar translocando o forméndose en el ntcleo.

Modelo

Los ultimos resultados analizados permitieron construir un modelo, basado en la
maquinaria chaperona Hsp90/Hsp70 ampliamente descrita [72] (Figura 4.1). En este
modelo se hipotetiza la presencia del posibles heterocomplejos-Hsp90-proteina cliente en
T. gondii. Se ubican en el esquema las proteinas Hsp90, Hip, Hsp70 y P23, asi como otras
cuya presencia en el parasito resta confirmar pero de las que al menos se conoce su
secuencia, dominios putativos, y se tiene informacion que las convierte en putativas co-
chaperonas de 7. gondii. En este esquema se intenta hipotetizar, la ubicacion espacio
temporal de estas proteinas. Asi, podemos observar que TgHip formaria parte de
heterocomplejos tempranos estableciéndose una explicacion de porque esta co-chaperona
no acompanaria a TgHsp90 en su translocacion al nucleo de bradizoitos. En el caso de
TgP23 que perteneciendo a heterocomplejos donde ni TgHip ni TgHsp70 forman parte
(complejos maduros), transloca al nucleo de bradizoitos, donde junto a Hsp90 también
podria estar cumpliendo alguna funcion durante el cambio de estadio. La proteina Hsp70
de T. gondii formaria parte de complejos tempranos, interactuando con TgHip y TgHsp90,
pero no con TgP23. Seria interesante analizar si proteinas del pardsito como TgHop y
TgHsp70 presentan cambios en su localizacion subcelular durante el pasaje a bradizoito,
como fue observado para TgHsp90 y TgP23. Fue reportado que Hop es importada y
exportada del nucleo dinamicamente dependiendo del status del ciclo celular y de las
quinasa intervinientes en este ciclo [181].

El nexo necesario, segin lo descrito para otros sistemas, para que este complejo
pueda transportar sefiales al ntcleo es que las inmunofilinas puedan interactuar con la
dineina y esta mediante su union a microtibulos, permitir el movimiento desde el

citoplasma al nucleo [72, 157, 251]. Se encontrd en Toxoplasma una inmunofilina putativa
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(Tabla 2.1) que posee un domino TPR y un domino PPlasa que le permitiria esta

interaccion con el motor de dineina [157].
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Figura 4.1. Modelo de accion de Hsp90 y co-chaperonas en 7.gondii. Esquema hipotético del ciclo chaperona
de la maquinaria Hsp90/Hsp70 de T gondii, co-chaperonas, proteinas cliente y su acoplamiento con la degracion
proteasomal. Las proteinas esquematizada con contornos punteados, son las proteinas putativas cuyas secuencia
fue hallada y dominios caracteristicos analizados, a modo de poder asignarles su funcion. Las proteinas con
contorno continuo representan las proteinas caracterizadas en este estudio.

Direcciones futuras

Los blancos especializados de accion “chaperona” de Hsp90 eucaridtica (proteinas
clientes) parecen compartir ciertas caracteristicas: son frecuentemente labiles, tienen
complejos procesos de plegamiento, o necesitan estar mantenidas en un estado
conformacional “competente” que permita la insercion de algin cofactor, la union de alglin
ligando o su propia modificacion covalente. Por tanto, el tener altos niveles de Hsp90

citoplasmatica y su presencia o no en el nucleo de bradizoitos de 7. gondii puede estar
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implicado en la transduccion de senales, activacion y o la inactivacion de factores de
trascripcion, que de alguna manera permita el establecimiento del estadio bradizoito en
respuesta al estrés al que el parasito esta siendo sometido. Por lo tanto, es claro que por las
funciones conocidas de Hsp90, junto con Hip y P23 (y otras proteinas ain desconocidas),
estén permitiendo arribar en un estado competente a alguna/algunas proteina sefal al
nucleo, durante el desarrollo de 7. gondii. Futuros trabajos deben contestar esta pregunta,
observar si esta sefial existe, y la naturaleza de su regulaciébn en respuesta a la
sobreexpresion o localizacion o no nuclear de Hsp90.

En éste sentido, es esperable entonces que con la identificacion de proteinas clientes
de Hsp90 del parasito se pueda empezar a dilucidar las vias de sefializacion y/o proteinas
esenciales para los procesos de diferenciacion del 7. gondii, al menos en sus estadios
asexuales. Los experimentos de co-Inmunoprecipitacion con anti-TgHsp90 y anti-TgP23
mostraron un patrén de bandas coincidentes y diferenciales las cuales actualmente estan
siendo sometidas a estudios de identificacion por espectrometria de masa (datos no
mostrados). La supresion de la interaccion entre Hsp90 y proteinas clientes se esta
convirtiendo en un enfoque atractivo en terapias antitumorales [252]. El conocimiento
global de los procesos regulados por Hsp90, permitira plantear desafios a largo plazo, que
tengan por objeto el desarrollo de drogas que puedan, por ejemplo, suprimir selectivamente
determinadas interacciones con Hsp90 en determinados nodos de vias de transduccion de

sefiales, y asi controlar diversos procesos tumorales e infectivos.
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En el marco del trabajo realizado para esta tesis doctoral, también se estudiaron
las propiedades inmunoestimulatorias de la proteina de Leishmania Infantum,

perteneciente a la familia de la Hsp90, LiHsp83.

HSPs en la regulacion de la respuesta inmune

En los ultimos afios se ha comenzado a reconocer la importancia y el rol central
de las HSPs en la modulacién del sistema inmune como respuesta a infecciones y
procesos tumorales [94]. Matzinger y Fuchs [253] han postulado una interesante Teoria
basada en la “inmunidad por peligro” que involucra a las HSPs. La muerte de una célula
por apoptosis no produce sefiales de estrés. Si en cambio una célula es destruida por
algiin agente infeccioso o muere por causa de necrosis o isquemia, sobrelleva en estos
casos un proceso de respuesta al estrés, en el cudl se liberan complejos péptidos-HSPs o
HSPs no acomplejadas, entre otras proteinas, luego de la lisis celular. Estas HSPs serian
las responsables de comunicarle al sistema inmune que la célula murié debido a estas
condiciones de “estrés”, ya sea por sefiales a través de receptores como también en su rol
de acarreadoras de péptidos. Esto ultimo permite a las células efectoras del sistema
inmune reconocer a los péptidos liberados por la célula estresada, y activarse contra estos
péptidos nuevos o extrafios acarreados por las HSP. El modelo esta basado en que los
linfocitos T inactivos requieren para activarse el reconocimiento del antigeno y sefales
coestimuladoras (ej. presentacion del ligando B7) por parte de las células presentadoras
de antigenos (APCs), debido a que las células T que solo reciban la estimulacion
antigénica sin las sefiales coestimulatorias se ven sujetas a apoptosis. En experimentos in
vitro el agregado de un lisado de tumor conteniendo HSP70 incrementaba la estimulacion
de la fagocitosis por parte de células dendriticas inmaduras y ademés la expresion de
HSP70 en tumores del tipo B16 resulta en la acumulacion de linfocitos T, macréfagos y
células dendriticas en el microambiente del tumor [254]. Continuando con esta linea se
determind que ante la exposicion de HSP70 a monocitos humanos se estimula la
produccion de citoquinas proinflamatorias [255]. Tomando todos estos Ultimos datos se

postuld que las HSP encontradas en el ambiente extracelular actian no solo como
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chaperonas si no también como citoquinas, definiéndolas entonces como chaperoquinas
[256], con la habilidad de activar los mecanismos productores de citoquinas
proinflamatorias de las APCs. Se ha mostrado también que la HSP70 de tumor altamente
purificadas (sin péptidos) se adhiere con alta afinidad a la membrana plasmatica de
monocitos humanos asi como también HSP70 con péptidos con igual fuerza [255]. Es
mas se demostrd que no es necesaria la presencia de péptidos, para producir la activacion
espontdnea en células del sistema inmune innato de la produccion de citoquinas
proinflamatorias dependientes de NFKB [255]. De esta manera se teorizd [256] que
durante las primeras horas de la respuesta inmune, las células de la respuesta inmune
innata reconocen tanto a las HSP70 sin péptidos como a las que si los acarrean como una
“sefial de peligro”. Asi este efecto inespecifico ayuda a reducir la carga tumoral hasta que
la respuesta inmune adaptativa este preparada para hacerse cargo de la situacion, donde la
presencia de los péptidos puede resultar en un aumento de la respuesta inmune y

activacion del accionar de Cts. y LT helpers [255].

Mecanismo de inmunoestimulacion

Se observo que las HSPs gp96, Hsp90, Hsp70 y calreticulina interactiian con los
macrofagos y las células dendriticas a través de un receptor comun, el CD91 [257]
(Figura 5.1). La interaccion de los péptidos acomplejados con HSP con CD91 conlleva a
la internalizaciéon de los complejos en compartimentos endosomales no-acidicos, que
luego continta con la transferencia del péptido o del complejo entero al citosol [258-
260]. Asi los péptidos son dirigidos a la via de degradacion proteasomal y transportados
al reticulo endoplasmico (RE) por medio de transportadores asociados a la proteina
procesadora de antigenos (TAP) [260]. A continuacion los péptidos son cargados en el
complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I) y presentados por las APCs a
células T CD8". Alternativamente el péptido puede ser cargado en el MHC-I
directamente desde el endosoma [261]. Una pequeiia proporcion de los péptidos son
cargados mediante endosomas acidos en la via de presentacion MHC-II, llevando

también a la activacion de células T CD4".
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La interaccion HSP-APC como se indicé produce otros efectos péptido-
independientes como la secrecion de citoquinas inflamatorias: factor de necrosis tumoral-
o (TNF-a), interleuquina-1f3 (IL-1pB), interleuquina-12 (IL-12) y el factor estimulador
colonizante de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), por macrofagos [262] y la
produccion de 6xido nitrico a partir de la induccion de la 6xido nitrico sintetasa (iNOS)
por parte de macrofagos y células dendriticas [263]. Esta interaccion HSP-APC ademas
de estimular la expresion de moléculas presentadoras de antigenos y co-estimuladoras
(B7), produce la translocacion del factor nuclear-kB (NF- KB) dentro del nticleo de
macrofagos y células dendriticas lo cual se cree es la causa principal por la cual se

estimula la secrecion de las citoquinas nombradas [264] (Figura 5.1).

(¢ péptido MHC I-2M-

péptido

Figura 5.1. Mecanismo estimulatorio del sistema inmune por parte de la HSPs. Las HSPs «
complejos o no, con péptidos, estimulan el sistema inmune como consecuencia de la interaccion HS
APC (célula presentadora de antigeno).

La induccion de altas cantidades de HSPs de los organismos patogenos es vital

para la sobrevida de éstos. Paraddjicamente, las células huésped acceden a altas
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cantidades de las HSPs de los patogenos, que son procesadas y presentadas en el contexto
de los complejos de histocompatibilidad MHC 1 y 1I.

Existen numerosas evidencias de HSPs de patdogenos que han demostrado ser
potentes inmunogenos, conteniendo varios epitopos de células B y T en una sola
molécula, capaces de desencadenar en humanos y roedores una fuerte y especifica
respuesta inmune. La Hsp83 de L. braziliensis demostré contener potentes epitopes de
células T, los cuales estimulan la proliferacion y produccion de IL-12, INF-y, y TNF-a y
en forma diferencial IL-10 o IL-4, segun la region de la proteina utilizada, por parte de
células periféricas mononucleares (PBMC) en individuos infectados con L. braziliensis
[265]. La alta frecuencia con la cual se han encontrado linfocitos T CD4+ de humanos
dirigidos contra la HSP70 y 60 de M. tuberculosis sugieren que estas HSPs son el
objetivo mas jerarquico de la respuesta celular en humanos que presentan infecciones
micobacterianas [266].

Tal como se observd para las HSPs propias, como consecuencia del alto grado
de conservacion, las HSPs de los patdégenos podrian ser responsables de la activacion de
células del sistema inmune a través de sistemas de sefiales de receptores. Las proteinas
HSP60 y HSP65 de clamidias parecen activar a los fagocitos mononucleares a través del
receptor CD14 [267]. La HSP65 de Mycobacterium bovis también es capaz de activar
directamente la adhesividad de las células endoteliales a los monocitos y granulocitos, lo
que constituye un paso previo para el reclutado de células inflamatorias al sitio de
infeccion[268]. Sorprendentemente formas recombinantes de las HSP70 y 83 de L.
infantum mostraron estimular in vitro la proliferacion de células del tipo T y B aisladas
del bazo de ratones naive [269]. En otros estudios se observd que la fusion de Hsp70
micobacteriana con un antigeno reportero podia estimular una respuesta CTL especifica
contra ese antigeno [270]. Mas aun, se observd que esta estimulacion de CTLs por parte
de las HSPs se podia realizar en ausencia de linfocitos T CD4+[270, 271] sugiriéndose
que esta estrategia puede ser utilizada en enfermedades en donde los LT CD4+ son

deficientes (enfermedades relacionadas con HIV).
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HSPs como adyuvantes.

Los adyuvantes son una parte crucial en la construccion de una vacuna,
particularmente en aquellas disefiadas para producir una respuesta celular T [272]. Hasta
ahora no han sido aprobadas para uso en humanos ningun adyuvante potente con dichas
caracteristicas. Asi entonces se impusieron a las HSPs como candidatos de adyuvantes
inductores de respuesta celular T. Sin embargo hay limitaciones, por ejemplo algunos
péptidos que son potencialmente inmunogénicos no se acomplejan eficientemente a las
HSPs. Esto se soluciond con la siguiente estrategia: un sistema libre de adyuvante con
Hsp70 de M.tuberculosis usandola como proteina de fusién con la proteina HIV-p24
(antigeno reportero o informador) para inmunizar ratones, obteniéndose un estimulo
incrementado de la respuesta inmune humoral y celular contra la p24 [273]. En la misma
linea se estudio si la LiHsp70 fusionada a una proteina reportera (MBP), se comportaba
de la misma manera. Se observd entonces que ratones inmunizados con la proteina
recombinante LiHsp70 fusionada con este antigeno producia una respuesta inmune
humoral y celular contra la MBP un orden mas alto de magnitud que cuando lo hacian
con el antigeno solo [274]. En esta caso la inmunizacion con LiHsp70-MBP indujo
preferencialmente una respuesta inmune celular del tipo Thl en vista del patrén de
citoquinas e IgG observadas. Los resultados de Rico et al. [269] y de nuestro laboratorio
[275] demostraron que también se estimuld una fuerte respuesta inmune humoral y
celular, principalmente Thl, contra MBP (antigeno reportero) en el sistema MBP-
LiHsp83, proteina de L. Infantum perteneciente a la famila de las Hsp90. Nuestros
resultados demostraron ademas que esa respuesta inmune generada es de larga duracion e
incluye la produccion de IFN-y [275].

En caso de infeccion con 7. gondii una respuesta inmune efectiva es mediada
por células T CD4+ y CD8+, y esta asociada con la produccion de IFN-y [276-279]. Por
este motivo 7. gondii se posiciond como un interesante modelo en el que pudiéramos
analizar, en nuestro laboratorio, el valor inmunoprotectivo y adyuvante de la proteina
LiHsp83. Asi ,con el objetivo de determinar la utilidad de la proteina LiHsp83 como
“carrier” de antigenos de 7. gondii, construimos una proteina de fusion conteniendo al
antigeno rRop2 y a la proteina LiHsp83 (Rop2~83) (Figura 5.2). En el estudio se

utilizaron diferentes cepas de raton las cuales fueron inmunizadas con la proteina de
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fusion, Rop2 sola y una mezcla de la proteinas Rop2 con la LiHsp83 (Figura 5.2),

procediéndose luego al andlisis de la respuesta inmune producida.

En este trabajo pudimos observar que los esplenocitos de ratones inmunizados

con la construccion de fusion y estimulados especificamente con la proteina Rop2,

mostraban una produccion de IFN-y significantemente mas alta que el resto de los grupos

(Figura 5.3), mientras que solo los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con

Rop2 o la mezcla de la Hsp y Rop2 producian niveles detectables de IL-4 (Figura 5.3).

Es decir,
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Figura 5.2. Proteinas utilizadas en el andlisis de la propiedades
inmuestimulatorias de LiHsp83. A.Esquema de las proteinas utilizadas. B.
Proteinas utilizadas resueltas por gel de acrilamida SDS-PAGE 10% vy tefiido con
Coomasie Blue. C. Proteinas utilizadas visualizadas por Western blot, revelando con
anticuerpo anti-LiHsp83 y con anticuerpo anti-Rop2.
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Figure 5.3: Analisis respuesta celular. Analisis de la produccion in vitro de IFN-y y de IL4 por parte
de esplenocitos de ratones de las cepas indicadas inmunizados con las proteinas recombinantes y PBS
(control), estimulados con con 10 pig de Rop?2.

La inmunizacion con la proteina de fusion produjo una respuesta
preponderantemente Thl con una alta produccion de IFN-y,y baja de IL4 en
comparacion con las demds inmunizaciones.

También se analizo6 el nivel de proteccion contra la infeccion oral de quistes de
cerebro de 7. gondii, procediendo al desafio de ratones de las cepas C57BL/6 y C3H
inmunizados con las proteinas recombinantes o con PBS (Figura 5.4). Estos ratones
infectados oralmente con 20 quistes de la cepa de 7. gondii Me49 dos semanas después
del ultimo refuerzo de inmunizacion (ensayo no letal), teniendo a todos los ratones del
experimento vivos al final del experimento. Se evaluo6 la carga de quistes en cerebro un
mes después de la infeccion, midiendo el nimero medio de quistes por cerebro (contando
4 muestras de 25-pl por cada cerebro). En todos los casos se observd que los ratones
inmunizados obtuvieron un significativo nivel de proteccion (P < 0,01) siempre
comparados con el grupo PBS. En el grupo de ratones inmunizados con la proteina fusion

83~Rop2 se observo un nivel significativo de proteccion incluso comparando con los

grupos Rop2 y 83+Rop2.
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Figura 5.4: Desafio con parasitos. Ensayo de proteccion del desafio oral de los ratones de las cepas
C57BL/6 y C3H. Los ratones fueron inmunizados con PBS (control) o con la proteinas recombinantes
indicadas.

Por lo tanto en este sistema estudiado se pudo concluir que la proteina LiHsp83
perteneciente a la familia de la proteina Hsp90, es un buen candidato para actuar como
“carrier” de antigenos de interés con el fin de desarrollar una vacuna en un sistema libre

de adyuvante.
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