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Resumen

ESTUDIO DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DE CONTROL DE CALIDAD
DE PLEGAMIENTO DE GLICOPROTEINAS EN TRYPANOSOMA CRUZI

El reticulo endopldsmico (RE) es el compartimiento celular donde las
proteinas que son secretadas o las que residen a lo largo de las vias endo y exociticas
o en la membrana plasmatica se pliegan y sufren diversas modificaciones
postraduccionales. Para evitar que las proteinas viajen por el camino secretorio sin
haber adquirido su conformacién nativa, el RE cuenta con sistemas de control de
calidad de plegamiento (QC) capaces de distinguir los polipéptidos mal plegados y
retenerlos en el RE para que eventualmente se plieguen o terminen siendo
degradados. Uno de los principales sistema de QC depende de la presencia de un /N-
glicano unido a la proteina que se esta plegando. El glicano que se transfiere
cotraduccionalmente al polipéptido naciente en la mayoria de las células eucariotas
tiene la estructura GlcsMangGlcNAcs. Los dos primeros residuos de glucosa son
escindidos por accién de las glucosidasas I y II (GI y GII). El glicano
monoglucosilado resultante (G1IM9N2) es reconocido por dos lectinas residentes del
RE, la calnexina (CNX) y la calreticulina (CRT). Esta interaccién se interrumpe
cuando la GII remueve la glucosa restante pero puede restituirse gracias a la acciéon
de otra enzima residente del RE, la UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa (GT).
La GT vuelve a glucosilar sélo a aquellas glicoproteinas que no adquirieron su
conformacién nativa permitiendo su unién con las lectinas y asi aumentando sus
posibilidades de plegarse correctamente.

En Trypanosoma cruzi se han identificado los tres componentes que forman el
sistema de QC de glicoproteinas, GT, GII y CRT (este organismo no posee CNX). En
este parasito, a diferencia de lo que ocurre en células de mamiferos, GIM9INZ2 sélo se
forma por accion de la GT, puesto que el glicano transferido a las proteinas
nascientes no contiene residuos de glucosa. Dada la gran importancia que diversas
glicoproteinas poseen para el ciclo de vida de este parasito, se decidié estudiar si el
facilitamiento del plegamiento mediado por CRT de la cruzipaina (CZ), uno de los

factores de virulencia de 7. cruzi, era esencial para la viabilidad, diferenciacién y



capacidad infectiva del parasito. Para ello, se identificé y secuencidé el gen que
codifica para la GT y se obtuvieron 7. cruzi mutantes nulos para este gen. Asi, se
comprobé que la eliminacién del sistema de QC de glicoproteinas no afecté el
crecimiento de la forma epimastigote del parasito, aunque redujo la capacidad
infectiva de la forma trypomastigote. El contenido celular de CZ sélo disminuyd
parcialmente (5-20%) a pesar de que en células salvajes mas del 90% de estas
moléculas interaccionan con CRT. En los 7. cruzi carentes de GT no pudo detectarse
interaccion entre CRT y CZ aun en condiciones muy suaves de inmunoprecipitaciéon
sin embargo se verifico un retraso en la llegada de la proteinasa a los lisosomas.
Este retraso se debié a la inducciéon del sistema alternativo de QC basado en
BiP/Grp78, cuya interacciéon con CZ se prolongé. Estos resultados ponen de
manifiesto la gran plasticidad de la maquinaria de plegamiento del RE, la cual le
permite al parasito sobreponerse a la falta del sistema de QC especifico para
glicoproteinas.

Por otra parte, ademas de su funcién como chaperona, CRT es la principal
proteina de unién de calcio en el RE. Dado que el nivel de calcio del RE fluctia de
forma considerable se estudié la relaciéon entre ambas funciones de la CRT. La
afinidad de CRT por GIM9NZ2 determinada por equilibrio de dialisis y por
anisotropia de fluorescencia no se afecté con modificacién de la concentracion de
calcio presente en el medio. La union de CRT a neoglicoproteinas que presentan una
conformaciéon nativa o de tipo globulo fundido también fue independiente de la
concentracion del i6n. En este mismo sentido, se comprobd que el calcio y GIMIN2
estabilizan a CRT frente a la desnaturalizacién térmica o inducida por urea de
manera independiente y aditiva. Ademas, la capacidad de CRT de inhibir la
agregacion de IgY desnaturalizada tampoco se modificé al variar los niveles de
calcio. En una aproximacion in vivo, se observo que al disminuir los niveles de calcio
del RE de 7. cruzi no se altera la union entre CRT y CZ. Estas observaciones
demuestran que las funciones de chaperona y de unién de calcio de CRT son

mutuamente independientes.



Por dltimo, se observé que la variacion de los niveles de calcio del RE afectaba
la localizacion subcelular de CRT, provocando un aumento de la concentracién de
esta en el citosol.

Palabras claves: reticulo endoplasmico, N-glicosilacion, control de calidad de
plegamiento, chaperona, UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa, calreticulina,

calcio, cruzipaina, Trypanosoma cruzi.



Summary

ON THE COMPONENTS OF THE GLYCOPROTEIN FOLDING QUALITY
CONTROL SYSTEM IN TRYPANOSOMA CRUZI

The endoplasmic reticulum (ER) is the site of folding for proteins destined for
compartments of the secretory and endocytic pathways, the plasma membrane and
secretion. Only native proteins are released from the ER. Folding intermediates,
orphan subunits of oligomeric complexes, and misfolded polypeptides are retained in
the ER and eventually forwarded to degradation in a complex series of events
denominated Quality Control (QC). MN-glycans are directly involved in QC. N
glycosylation occurs in most eukaryotic cells by addition of a preassembled core
glycan (GlesManygGleNAcs) to nascent polypeptides emerging into the ER lumen.
Rapid trimming of the two outermost glucose residues by ER-resident enzymes
glucosidases I (GI) and glucosidase II (GII) generates a monoglucosilated protein
bound MN-glycan (GIM9N2) which is recognized by the ER lectins calnexin (CNX)
and calreticulin (CRT). Release from CNX/CRT is followed by GII cleavage of the
innermost glucose residue. The folding sensor UDP-glucose:glycoprotein
glycosyltransferase (GT) adds back a terminal glucose to promote re-association of
non-native polypeptides with the lectins, thus prolonging their retention in the ER
folding environment.

The three components involved in QC of glycoprotein folding, 7.e. GT, GII and
CRT, have been described in 7rypanosoma cruzi (this parasite lacks CNX).
However, contrary to what happens in most eukaryotic cells, in trypanosomatid
protozoa G1MINZ2 is exclusively formed by GT action because unglucosylated N
glycans are transfered to nascent polypeptides. The gene coding for GT was
identified and sequenced. Even though several of this parasite glycoproteins have
been identified as essential components of differentiation and mammalian cell
invasion processes, disruption of both GT-encoding alleles did not affect cell growth
rate of epimastigote form parasites and partially affected differentiation and
mammalian cell invasion of the trypomastigote form. The cellular content of one of

the already identified 7. cruzi glycoprotein virulence factors (cruzipain, CZ, a



lysosomal proteinase) only showed a partial (5-20%) decrease in GT null mutants in
spite of the fact that >90% of all CZ molecules interacted with CRT during their
folding process in wild-type cells. Although extremely mild cell lysis and
immunoprecipitation procedures were used, no CRT-CZ interaction was detected in
GT-null mutants, but secretion of the proteinase was nevertheless delayed because
of a lengthened interaction with BiP/Grp78 probably caused by the detected
induction of this chaperone in GT null mutants. This result provides a rationale for
the absence of a more drastic consequence of GT absence. It was concluded that 7.
cruzi ER folding machinery presents an exquisite plasticity that allows the parasite
to surmount the absence of the glycoprotein-specific folding facilitation mechanism.

Besides being a chaperone, CRT is one of the main calcium buffers in the cell.
Here, we study the interplay between these roles of CRT. The affinity of CRT for
G1MI9N2 measured in solution by equilibrium dialysis or fluorescence anisotropy
was not affected by the absence of calcium. Binding of CRT to monoglucosylated
neoglycoproteins displaying either native or molten globule-like conformations was
also independent of calcium concentrations. Moreover, calcium and G1M9N2
stabilized CRT structure in an apparent additive, independent manner when the
protein was subjected to thermal or urea-induced denaturation. In addition, the
ability of CRT to decrease the level of aggregation of a chemically denatured
monoglycosylated and nonglycosylated IgY was also independent of calcium level.
From an in vivo point of view, a decrease in ER calcium concentration in 7. cruzi
cells did not alter CRT-CZ binding. Thus, chaperone and calcium binding activities
of CRT are independent.

On the other hand, changes in ER calcium levels influenced CRT location,

leading to an increase in CRT in the citosol of 7. cruzi cells.

Key words: Endoplasmic reticulum, MN-glycosylation, folding quality control,
chaperones, UDP-Glc-glycoprotein glucosyltransferase, calreticulin, calcium,

cruzipain, 7rypanosoma cruzi.
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Abreviaturas

o~ man o~ manosidasa lisosomal

ANS acido 8-anilinonaftaleno-1-sulfénico

BHT Infusién cerebro corazén

BiP chaperona de la familia Hsp70 residente del reticulo
endoplasmico

CD dicroismo circular

CI2 inhibidor de quimotripsina 2

CNX calnexina

ConA concanavalina A

CRT calreticulina

CZ cruzipaina

DNJ 1-deoxinojirimicina

CST castanospermina

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dol dolicol

DTT ditiotreitol

E-64 transepoxi-succinil-L-leucilamido-(4-guanidino)butano

EDTA acido etilendiamino tetraacético

EGTA acido etilenglicol tetraacético

Endo H endo-fB-N-acetilglucosamidasa H

ERAD Endoplasmic Reticulum Associated Degradation

ERGIC Endoplasmic Reticulum-Golgi intermediate comparment

ERp57 proteina de 57 kDa residente en el reticulo endoplasmico

EST Expressed Sequence Tag

FITC isotiocianato de fluoresceina

G1MI9N2 Glei:MangGleNAcs

G1M8N2 Glei:MangGleNAcs

G1IMT7N2 Glei:Man7GleNAcs

G3MIN2 GlesMangGleNAcs



G418 geneticina
GAP secuencia del 5'UTR del gen de la gliceraldehido fosfato

deshidrogenasa de 7. cruzi

GI glucosidasa I

GII glucosidasa II

GT UDP-Gle:glicoproteina glucosiltransferasa
Higromicina higromicina fosfotransferasa

HPLC Cromatografia de alta resolucion

HRP peroxidasa de rabano picante

IgY Inmunoglobulina Y de yema de huevo

IPTG isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

LB Medio Luria Benturi

M9N2 MangGlcNAce

MHC I complejo mayor de histocompatibilidad de clase I
Neo Neomicina fosfotransferasa

NP-40 Nonidet P-40

oT dolicoldifosfatoglicano:proteina oligosacariltransferasa
PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida

PBS solucién reguladora fosfato
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Los tripanosomatidos y Trypanosoma cruzi

El orden Kinetoplastida esta compuesto por un grupo diverso de protozoarios
flagelados que evolucionaron a partir de un linaje antiguo, al menos unos 500
millones de anos atras y cuyas raices se pueden ubicar cerca de la base del arbol de
los eucariotas (Figura 1.1) (Baldauf y Palmer 1993; Hannaert y col. 2003). El
nombre que reciben fue acunado dada la presencia en estos organismos de una
estructura visible al microscopio 6ptico como granulos baséfilos ubicados cerca del
cuerpo basal del flagelo, que se denominé kinetoplasto (Vickerman 1976). El
kinetoplasto constituye la masa de DNA mitocondrial. Dentro de este amplio orden
se incluyen organismos de vida libre y también muchos parasitos de plantas,
invertebrados y mamiferos.

La familia Trypanosomatidae puede dividirse en dos grandes grupos: el que
incluye varios géneros monogenéticos (parasitos de invertebrados, principalmente
insectos) como Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas y el de
géneros digenéticos (parasitos con alternancia evolutiva en hospedadores
invertebrados y vertebrados) como Leishmaniay Trypanosoma.

Los tripanosomatidos tienen relevancia médica y econémica por ser agentes
causales de diversas patologias en animales, incluyendo al hombre. Por ejemplo,
Trypanosoma brucei brucer, Trypanosoma congolense y Trypanosoma vivax son los
causantes del nagana en Africa, una enfermedad que afecta al ganado vacuno,
mientras que el Trypanosoma evansi causa el sura, que afecta a camellos y caballos.
Por otra parte, en humanos, la enfermedad del suefio es causada por dos subespecies
morfolégicamente indistinguibles, el 7rypanosoma brucei gambiense y el
Trypanosoma brucei rhodesiense que se distribuyen en Africa occidental y oriental,
respectivamente. Diversas formas de leishmaniasis (cutdnea, mucocutdnea y
visceral) son producidas por alrededor de 21 de las 30 especies que constituyen el
género Lershmania. Estas diferentes especies no pueden ser distinguidas
morfologicamente pero se pueden diferenciar mediante andlisis de isoenzimas,

métodos moleculares o anticuerpos monoclonales.
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El organismo que se empled en este trabajo de tesis es el Trypanosoma cruzi

que es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas.
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Trypanosoma cruzi
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Figura 1.1: Los tripanosomatidos. A, Arbol de méxima aproximacién basado en la secuencia de
nucleétidos de las gliceraldehido fosfato deshidrogenasas. En colores se destacan el/los hospedadores
o el ambiente donde se desarrolla cada microorganismo. B, Arbol filogenético de las aldolasas de

eucariotes (Hannaert y col. 2003)
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Perspectiva general de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana constituye un
importante problema sanitario en América. Aunque descripta inicialmente en 1909
por Carlos Chagas, ya se la puede detectar en momias andinas datadas en 4000 anos
a.C. (Guhl y col. 1999). La expansién geografica de la enfermedad comenzé a finales
del siglo XIX y alcanzé un pico en la primera mitad del siglo XX. El area de
dispersion del 7. cruzi abarca gran parte del continente americano, extendiéndose
desde el sur de los Estados Unidos de América hasta la provincia de Rio Negro en
Argentina. Sin embargo, debido al reciente aumento de la migracién desde los paises
en donde la enfermedad es endémica hacia los paises desarrollados, la amenaza de
la patologia se ha expandido hasta alcanzar regiones foraneas a sus limites
geograficos tradicionales (Prata 2001).

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que alrededor de 360 millones de
personas viven en areas endémicas y que al menos 90 millones (25%) tienen riesgo
de presentar una infeccién aguda, principalmente en poblaciones rurales como
consecuencia de la vinculacién que existe entre la proliferacion de los vectores y la
precariedad de las viviendas, en las cuales los insectos pueden alimentarse,
guarecerse y proliferar. Aproximadamente 20 millones de personas se encuentran
infectadas con 7. cruzi, elevandose a 60 mil la tasa anual de mortalidad causada por
esta enfermedad (WHO 2002). Se estima que en nuestro pais existen
aproximadamente unos 3 millones de individuos con infeccién chagéasica, de los
cuales alrededor de un 10% presenta manifestaciones clinicas.

El principal mecanismo de transmision del 7. cruzi al hombre y otros
mamiferos es el vectorial y los insectos triatomineos del género 7Triatomay Rhodnius
son los vectores mas importantes. La mayoria de las personas adquiere la
enfermedad cuando el excremento y la orina de estos insectos hematdéfagos
infectados entran en contacto con la piel o la mucosa. 7. cruzi penetra facilmente por
la mucosa oral o la del ojo pero no por la piel sana, sin embargo, puede utilizar la
perforacién producida por la picadura del insecto o incluso la piel rascada, pues

generalmente la picadura del insecto causa comezon.
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La enfermedad también puede transmitirse a través de transfusiones con
sangre infectada o de manera congénita a través de la placenta y si bien la
incidencia de estas vias es menor, son de gran importancia.

La infeccién aguda muchas veces puede pasar desapercibida pues cursa con
sintomas generales tales como fiebre, linfoadenopatias y sarpullido, aunque puede
llegar a ser letal por meningoencefalitis o miocarditis aguda, en particular en nifnos
muy pequenos. Sin embargo, otras veces las manifestaciones clinicas facilitan el
diagnoéstico pues se presenta una inflamaciéon edematosa caracteristica en el sitio de
la infeccién (chagoma) y cuando la entrada se produce a través de la conjuntiva
ocular ocurre el signo de Romana que se presenta como un edema palpebral
unilateral frecuentemente acompanado de conjuntivitis y agrandamiento del nédulo
linfatico local. Comunmente, la enfermedad evoluciona hacia una fase cronica, que
puede tener un gran espectro de manifestaciones clinicas que van desde pacientes
asintomaticos hasta otros, un 25 a 30% de los casos, con graves complicaciones
cardiacas o agrandamiento del eséfago y del colon que provocan un severo
debilitamiento y finalmente la muerte del individuo. Méas detalles respecto a la
caracterizacién clinica de la enfermedad pueden encontrarse en (Dutra y col. 2005)
y las referencias alli citadas.

Durante muchos anos estuvo ampliamente difundida la idea que un fenémeno
autoinmune era el principal factor determinante de la patologia en la fase cronica,
sin embargo, recientemente se ha enfatizado la importancia de la persistencia del
parasito y las sostenidas reacciones inflamatorias que provoca en los tejidos
infectados junto con un desbalance en la respuesta inmune como responsables de la
patologia en el largo plazo (Kalil y Cunha-Neto 1996; Tarleton 2001; Engman y Leon
2002). Por ello, la eliminacién del 7. cruzi de los pacientes podria ser un
prerrequisito para detener la evolucion de la enfermedad. Lamentablemente, las
Unicas drogas disponibles contra este organismo son las que ya se habian registrado
hace 22 anos: el nifurtimox y el benznidazol, que fueron desarrolladas
empiricamente en los afios 1960s y 1970s. El nifurtimox es un nitrofurano de accién

tripanosida, activo fundamentalmente contra los trypomastigotes circulantes. El
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mecanismo de accién involucra un metabolismo reductivo que lleva a la formacién de
radicales libres del oxigeno altamente téxicos (Packchanian 1953). El benznidazol,
por su parte, es un 5-nitroimidazol que funcionaria a través de la unién a
macromoléculas produciendo dano a nivel de DNA. Estos compuestos tienen hasta
un 80% de eficacia en la fase aguda pero muestran una limitada actividad durante
la fase cronica y su uso no es recomendado porque tienen serios efectos colaterales y
son potenciales mutigenos y carcinégenos (Sosa Estani y col. 1998). Es por ello que
el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos se ha convertido en una
problematica de caracter urgente (Barrett y col. 2003).

La mejor comprension de la biologia del parasito ha permitido en los dltimos
afios aproximaciones mds racionales al tratamiento de la enfermedad (Croft y col.
2005). Dado que 7 cruzi posee numerosas caracteristicas estructurales y
metabdlicas que lo diferencian de sus hospedadores mamiferos, la explotacion de
dichas divergencias para el desarrollo de nuevas drogas destinadas al tratamiento
de la enfermedad es actualmente tema de investigacion de numerosos grupos
cientificos. Esto ha permitido que, préoximamente, ciertos derivados del triazol, los
cuales funcionan como inhibidores de la biosintesis del ergosterol actuando a nivel
de la C14-a-esterol demetilasa, entren en ensayos clinicos (Urbina y Docampo 2003).
Entre los agentes cuyo desarrollo preclinico estda mas avanzado estan las vinil-
sulfonas que son inhibidores de la cruzipaina (CZ), una proteasa de 7. cruzi (Cazzulo
2002) y los N-alquil-bifosfonatos, inhibidores de la farnesilpirofosfato sintasa que se
acumula en los acidocalcisomas (Urbina y Docampo 2003; Garzoni y col. 2004).
Existen otros compuestos prometedores como inhibidores de la sintesis y el
metabolismo de la trypanotiona (Schmidt y Krauth-Siegel 2002), de la hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa, de la escualeno sintasa o de la éxidoescualeno
ciclasa (Urbina y Docampo 2003).

Cabe aclarar que el punto mas directo para el manejo de la transmisién de la
enfermedad es el control del vector. La enfermedad de Chagas, tal como se mencioné
anteriormente es una patologia peridomiciliaria, dado que la mayor parte de las

personas infectadas fueron picadas por el insecto vector dentro de su propia
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vivienda. Los triatominos residen en lugares oscuros, grietas en los muros y techos
de paja de viviendas precarias. Por lo tanto, la reparacion de dichas grietas, o el
reemplazo de los muros y techos por planchas de chapa corrugada, madera o
cemento, convierte a estas viviendas en medios hostiles para el insecto vector. La
adicién de insecticidas (piretroides sintéticos) de liberacién lenta en pinturas, la
aplicacion directa de los mismos por aspersion y la utilizaciéon de formulaciones que
generan humo, son también extensamente usados para el control del vector. A esto
también debe sumarsele la implementacion de planes de educacion para la salud
para las personas residentes en lugares endémicos. Los paises latinoamericanos
afectados por esta patologia han implementado numerosas campanas con las
caracteristicas antes mencionadas para el control vectorial. Esto ha llevado hoy en
dia, a que la transmisién vectorial haya sido eliminada en Uruguay y Chile, y en
numerosas partes de Brasil y Argentina. Informes del afio 1999 en los cuales se
estima el nimero de personas infectadas, sugieren que hay una disminucién en la

prevalencia de la enfermedad (Dias y col. 2002).

Ciclo de vida de 7. cruzi

T. cruzi sufre marcados cambios morfolégicos a medida que atraviesa los
diversos estadios de desarrollo de su ciclo de vida. Las formas que adopta estan
intimamente relacionadas con el habitat en los que se desarrolla. Cada forma se
mantiene gracias a una red de microtibulos subpeliculares que subyace a la
membrana plasmatica. Es la presencia o ausencia del flagelo libre y su posicion

respecto al ntcleo lo que determina su caracteristica morfolégica (Figura 1.2).
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Epimastigots

Figura 1.2: Representacién de los principales estadios de 7. cruzi. Se distinguen por la forma de la
célula, y la presencia y posicién del flagelo respecto del nucleo. El trypomastigote puede encontrarse
en la sangre del hospedador mamifero, el epimastigote en el insecto vector y el amastigote es la forma
intracelular (Docampo y col. 2005).

El trypomastigote metaciclico es la forma que se desarrolla en el intestino
posterior del insecto vector (Figura 1.3). Es alargado, de unos 20 pm de longitud,
presentando el kinetoplasto detras del nucleo y un flagelo que emerge por el extremo
anterior dando la impresién Optica de poseer una membrana ondulante. Cuando el
triatomino se alimenta de la sangre del hospedador mamifero, el parasito en este
estadio es depositado en las heces y penetra a través de la piel lesionada para pasar
al torrente sanguineo. El trypomastigote mataciclico es una forma no replicativa
pero capaz de invadir una amplia variedad de tipos celulares (Brener 1973). El
trypomastigote emplea diversas moléculas de su superficie para unirse a la célula de
mamifero. Estas moléculas pertenecen a la familia de las sialidasas, las cuales estan
glicosiladas y permanecen unidas a la membrana plasmatica del parasito a través de
un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Teixeira y Yoshida 1986; Schenkman y
col. 1988; Yoshida y col. 1990). No se ha logrado identificar ain a qué receptor de la
célula de mamifero se unen las sialidasas aunque se ha propuesto que la B:-
integrina y el receptor del factor transformante del crecimiento celular -8 (TGFB)
podrian estar involucrados (Fernandez y col. 1993; Ming y col. 1995). Por otro lado,
los carbohidratos también podrian participar en la unién entre el trypomastigote y
la célula de mamifero. En este proceso intervendrian residuos de manosa, galactosa,
N-acetilglucosamina y acido sidlico (Henriquez y col. 1981; Villalta y Kierszenbaum

1984; de Titto y Araujo 1987; Villalta y col. 1993). El parasito es capaz de manipular
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la concentracion de calcio intracelular de la célula a invadir por medio,
principalmente, de un péptido soluble que requiere de la actividad serina hidrolasa
de la oligopeptidasa B para generarse (Dorta y col. 1995; Burleigh y col. 1997; Caler
y col. 1998). El aumento del calcio intracelular provoca un reclutamiento de
lisosomas que se fusionan con la membrana plasmatica, permitiéndole la entrada al
parasito dentro del compartimiento vacuolar que se forma (Tardieux y col. 1992;
Rodriguez y col. 1995; Rodriguez y col. 1996; Rodriguez y col. 1997). Cuando esta

vacuola se acidifica, resultado de una posterior fusién con lisosomas, el parasito

libera una hemolisina que le permite escapar hacia el citoplasma (Figura 1.4)

(Andrews y col. 1990; Ley y col. 1990; Hall y col. 1992).

Figura 1.3: Ciclo de vida de 7. cruzi. En el intestino del insecto vector el 7. cruzi adopta la forma
epimastigote que le permite replicarse y luego diferenciarse a la forma trypomastigote que es la que
se deposita en la heces cuando el triatomino se alimenta de la sangre de un mamifero. El
trypomastigote es capaz de invadir diversos tipos de células y cuando alcanza el citoplasma de estas
se diferencia a amastigote y se divide. Luego se diferencia a trypomastigote sanguineo que puede
invadir nuevas células y también ser ingerido por el insecto junto con la sangre. En el aparato
digestivo de este se diferencia a epimastigote y se reinicia el ciclo.
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Figura 1.4: Invasién de 7. cruzi a una célula de mamifero. A, Representacién esquemaética del ciclo
intracelular de infeccidon. Los trypomastigotes se asocian con la superficie de la célula y disparan
caminos de sefalizacién que provocan el reclutamiento localizado de lisosomas que se fusionan con la
membrana plasmatica y llevan a la formacién de una vacuola que contine al parasito. Este rompe la
vacuola y se libera al citoplasma donde se diferencia a amastigote y comienza a dividirse 24 h
después de la invasién (Burleigh y Woolsey 2002). B, Microscopia electrénica de un trypomastigote
invadiendo una célula.

Una vez que alcanza el citoplasma el trypomastigote se diferencia a
amastigote (Figura 1.3). En este estadio el parasito es esférico con un didmetro de 2
a 4um y su flagelo no alcanza a emerger del bolsillo flagelar. Esta forma se divide
por fisién binaria y puede originar 512 células hijas al cabo de 9 divisiones sucesivas
(Dvorak 1975). Cuando alcanzan esta alta multiplicidad, los amastigotes se
diferencian a trypomastigotes sanguineos que son morfolégicamente semejantes a
los metaciclicos, y como estos, también pueden invadir diversos tipos celulares,
diseminando de esta forma la infeccién por todo el organismo (Figura 1.2). Si bien
existe semejanza morfolégica entre los trypomastigotes metaciclicos y los
sanguineos, las moléculas de superficie de ambos estadios difieren entre si y son
reconocidas por distintos anticuerpos. El uso de anticuerpos monoclonales también
ha permitido demostrar que los marcadores de superficie del estadio sanguineo,
aunque no se han podido caracterizar completamente, sufren cambios a lo largo del
tiempo lo que sugiere un proceso de maduracién de las moléculas de la cubierta
(Piras y col. 1985; Andrews y col. 1987; Schenkman y col. 1991). Se ha demostrado
que los polipéptidos de la superficie de los trypomastigotes son esenciales en la

unién e invasion de la célula de mamifero, pues la capacidad invasiva de 7. cruzi se
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reduce cuando se los remueve por tratamiento con tripsina o cuando se los bloquea
con anticuerpos (Andrews y col. 1984; Alves y col. 1986; Ramirez y col. 1993).
Incluso, la capacidad invasiva es sensible a inhibidores de la sintesis proteica o de la
N-glicosilacién (Lima y Kierszenbaum 1982; Andrews y col. 1984; Zingales y col.
1985). Los trypomastigotes libres en la sangre de los mamiferos hospedadores
pueden ser ingeridos por el triatomineo y cuando alcanzan el tubo digestivo de estos
se diferencian a epimastigotes, de forma fusiforme, de unos 20 a 40um de longitud,
con el kinetoplasto situado delante del ntcleo y con flagelo con una corta membrana
ondulante (Figura 1.3). Este estadio le permite replicarse dentro del insecto y
diferenciarse nuevamente a trypomastigote para ser depositados en las heces y
reiniciar el ciclo.

Recientemente se ha establecido por medio de analisis de isoenzimas, de la
secuencia de los genes del miniexén (véase mdas adelante) y marcadores de
microsatélites que 7. cruzi no es una especie Unica sino que constituyen dos
subgrupos genéticamente divergentes que se denominaron linaje 1 y linaje 2. El
linaje 1 predomina en el ciclo de vida doméstico mientras que el linaje 2 esta

principalmente representado en un ciclo selvatico (Briones y col. 1999).

Aspectos peculiares de la biologia celular de 7. cruzi

El estudio de los tripanosomatidos siempre ha resultado atractivo dado que
son organismos que poseen caracteristicas unicas. Ademas y debido a diversas
razones, algunas de las caracteristicas que comparten con otras células eucariotas
fueron descriptas por primera vez en ellos. Solamente con el objeto de resaltar cuan
peculiares son estos protozoarios, pueden citarse los siguientes ejemplos:

o Los cromosomas no se condensan es ninguna etapa del ciclo celular (De
Souza 2002)

o La membrana nuclear no se desintegra durante la mitosis (Elias y col.
2006)

o La transcripciéon mediada por la RNA polimerasa II es multicistrénica y

no esté regulada (Clayton 2002)
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Los transcriptos sufren un proceso denominado trans splicing que
consiste en la transferencia al 5°del preemRNA de una secuencia de 39 nt
(miniexén) a partir de un splice leader RNA de 140 nt que se transcribe
separadamente (Ullu y col. 1993; Matthews y col. 1994)

La RNA polimerasa I no sélo transcribe rRNA sino también mRNA
(Ullu y col. 1993; Matthews y col. 1994)

Cada célula tiene una tinica mitocondria grande

El DNA mitocondrial (kinetoplasto) estd organizado en muchos maxi- y
minicirculos concatenados (Liu y col. 2005)

El RNA de muchos transcriptos mitocondriales es editado, proceso por
el cual la secuencia del pre-mRNA cambia debido a la insercién o eliminacion de
nucleétidos uridina. La especificidad de estos cambios esta determinada por RNA
guias (Stuart y col. 2005)

Los tRNA utilizados en la mitocondria estan codificados en el nucleo
(Schneider y Marechal-Drouard 2000)

La divisién de la mitocondria estd ligada a la divisién celular (Gull
2003)

Algunas reacciones de la glicélisis estan compartimentalizadas en un
organela inusual denominada glicosoma (Opperdoes 1987). En esta organela, que
carece de catalasa, tienen lugar varias vias metabdlicas que en otras células
eucariotas ocurren normalmente en el citosol (Parsons 2004)

El metabolismo energético funciona principalmente a través de una
fermentacién aerébica de la glucosa (van Hellemond y col. 2005)

Poseen unas organelas denominadas acidocalcisomas que estan
asociadas con diversas funciones tales como el almacenamiento de cationes y
fosforo, el metabolismo del calcio y los polifosfatos y la regulacién del pH y la
osmolaridad (Docampo y col. 2005)

Otra caracteristica Unica es el uso de trypanotiona en lugar de
glutatién en reacciones que participan en la proteccién contra el estrés oxidativo

(Fairlamb y col. 1985; Muller y col. 2003)
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o Las principales moléculas de superficie estan unidas a la membrana
plasmatica a través de anclas de glicosilfosfoinisitol (GPI) (Ferguson 1999)

o La variacion antigénica en 7. brucer entre un repertorio practicamente
ilimitado de antigenos glicoproteicos es esencial para evadir la respuesta inmune
del hospedador (Taylor y Rudenko 2006)

Entonces, no sblo por el impacto que provocan las enfermedades a nivel
mundial, sino también por todas las razones antes mencionadas, los
tripanosomatidos son organismos muy empleados como sistemas modelo en biologia
celular. Es por eso que no es sorprendente que también la MN-glicosilacién de
proteinas presente varias peculiaridades, pero a su vez similitudes, con otras células
eucariotas y es por ese motivo que su estudio despertd interés, siendo éste el campo

sobre el que se desarrolla este trabajo de tesis.

Control de calidad y plegamiento de proteinas en el carmino secretorio

El paso final de la expresiéon génica involucra la biosintesis de proteinas
funcionales. Todas aquellas proteinas de la célula eucariota que residen a lo largo
del camino secretorio o que son secretadas o cuyo destino final es la membrana
plasmatica o los lisosomas, adquieren su conformaciéon nativa y sufren diversas
modificaciones postraduccionales en el reticulo endopldasmico (RE). Por ello, este
compartimiento puede ser contemplado como una expansiéon del programa de
expresion génica en donde, en lugar de supervisarse la secuencia de nucleétidos del
DNA o RNA, el objetivo ultimo es asegurar la fidelidad estructural del producto
traducido.

Para ser incorporadas en el camino secretorio (Figura 1.5) las proteinas deben
primero atravesar la membrana del RE. Los polipéptidos nacientes que poseen una
secuencia sefial son reconocidos por la particula de reconocimiento de seiial (SRP)
(Halic y Beckmann 2005; Shan y Walter 2005). La SRP dirige la cadena
polipeptidica naciente hacia la maquinaria del translocon donde es translocada al
lumen del RE a través del complejo Sec61p en un estado desplegado (Nikonov y

Kreibich 2003; Chavan y col. 2005).
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Figura 1.5: Esquema de las organelas

que componen el camino secretorio y de
su rol en el QC. Las proteinas son
sintetizadas en el RE donde los
ribosomas asociados a la membrana se
muestran en amarillo. En el RE las
proteinas son retenidas hasta que se
pliegan correctamente y se ensamblan.
Las que no lo logran son
retrotraslocadas nuevamente al citosol
y degradadas en el proteasoma. Cuando

o

estan bien plegadas las proteinas dejan

i}cop] el RE a través de los “sitios de salida”.
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Alli los componentes de cubierta de tipo
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plasmatica o lisosomas (Ellgaard y col.
Lysosome/vacuole 1999).
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La estructura tridimensional de una proteina se encuentra codificada en su
secuencia primaria y la exposicion de esta al lumen del RE incrementa
enormemente la eficiencia de su plegamiento (Anfinsen 1973). El RE es un ambiente
optimizado para que el plegamiento y la oligomerizacién ocurran y presenta un
potencial de éxido-reduccién que permite la formacién de puentes disulfuro (Tu y
Weissman 2004).

Para poder cumplir estas tareas, el RE cuenta con una dotacién completa de
chaperonas moleculares y enzimas catalizadoras de plegamiento que forman una
matriz de tipo gel que a su vez les permite funcionar en conjunto (Marquardt y col.
1993; Baumann y Walz 2001; Gavin y col. 2002).

Para evitar que los polipéptidos viajen a través del camino secretorio antes de
haber adquirido su conformacién correcta, las células poseen mecanismos que

colectivamente se denominan “control de calidad de plegamiento” (QC por quality
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control) y que implican el control continuo de la maduracién conformacional de las
proteinas (Hurtley y Helenius 1989; Ellgaard y col. 1999). Aquellas proteinas que
son incapaces de adquirir su estructura nativa, son retenidas por el QC vy
eventualmente degradadas. Sin embargo, dado que todas las proteinas que ingresan
a la via secretoria lo hacen de forma desplegada, el sistema de QC tiene la dificil
tarea de distinguir las proteinas que estan en camino de un plegamiento exitoso de
aquellas que se presentan conformaciones alteradas de forma irreparable.

Para el reconocimiento el QC depende de propiedades biofisicas generales
compartidas por las proteinas incompletamente plegadas. Estas incluyen la
presencia de zonas hidrofébicas en la superficie, de bucles moéviles y la falta de
compactacion. Durante la biogénesis normal de una proteina esas caracteristicas
estan expuestas transitoriamente, resultando en la asociacion también transitoria
con los componentes del QC. Estos componentes son las mismas chaperonas que le
permiten reconocer a las proteinas mal plegadas o los oligdmeros sin ensamblar
siendo, por lo tanto, no solamente responsables de promover el plegamiento correcto
sino que también sirven como anclas para retener a las proteinas inmaduras dentro
de RE. La unié6n a cualquiera de estas proteinas residentes del RE, aunque mas no
sea a 1intervalos, parece ser suficiente para impedir el transito hacia otros
compartimientos.

Los mecanismos del QC son redundantes de manera que los miembros
individuales reconocen a sus sustratos de manera diferente. Asi, si una chaperona
falla en interaccionar con una proteina, muy probablemente otra lo lograra (Molinari
y Helenius 2000).

No obstante el amplio rango de estrategias que el RE pone en juego para
favorecerlo, el plegamiento muchas veces falla y la incapacidad de las proteinas de
pasar el QC deriva en la puesta en marcha de un programa concertado para
prevenir los efectos téxicos que devienen de la acumulacién de proteinas aberrantes
en el camino secretorio. Este programa se conoce como respuesta al estrés del RE o
UPR (por Unfolded Protein Response) y tiene por objeto incrementar la capacidad de

plegado correcto en el RE (Chapman y col. 1998; Kaufman y col. 2002). Esto se logra
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mediante: 1) atenuacién de la traduccién, que disminuye la carga de proteinas recién
sintetizadas a plegarse en el RE, 2) induccién transcripcional de ciertos genes, como
los que codifican chaperonas y 3) remocién de las proteinas mal plegadas por un
mecanismo llamado ERAD (por Endoplasmic Reticulum Associated Degradation).
En dltima instancia y como resultado de un estrés prolongado se produce la muerte
celular por apoptosis.

El1 ERAD consiste, en la mayoria de los casos, en la retrotraslocacion selectiva
de la proteina mal plegada hacia el citosol y su degradaciéon por el proteasoma 26S
(Bonifacino y Weissman 1998; Brodsky y McCracken 1999; Plemper y Wolf 1999;
Cabral y col. 2001). Para el caso de las glicoproteinas, este proceso involucra la
participaciéon de una MN-glicanasa citosélica que deglicosila las glicoproteinas y de

una ubiquitin ligasa especifica para estas (Suzuki y col. 2002; Yoshida y col. 2002).

La maquinaria de plegamiento de proteinas del RE

La bateria de factores que facilita el plegamiento correcto en el RE incluye
tres clases de proteinas: las “foldasas”, las chaperonas moleculares y las lectinas.

Las foldasas son enzimas que catalizan diversos pasos en el plegado de las
proteinas. Los ejemplos mas prominentes son las peptidil-prolil cis-trans isomerasas
que, como su nombre lo indica, catalizan la isomerizacién de las uniones peptidicas
de los residuos de prolina, y las proteina disulfuro isomerasas (PDI) (Schmid 2001;
Sevier y Kaiser 2002). Las tiol oxidoreductasas de la familia de PDI catalizan el
proceso de oxidacién e isomerizacién de puentes disulfuro a través de la formacion
transitoria de puentes mixtos entre la enzima y la proteina sustrato. Ademas, PDI y
sus homologos, ERp57, ERp72, pueden presentar actividad de tipo chaperona
(Mazzarella y col. 1990).

Las chaperonas, en lugar de promover de forma activa la adquisiciéon de
estructuras correctas, asisten el plegamiento principalmente escondiendo las
regiones mal plegadas del entorno. Las chaperonas del RE se clasifican segiin su
contraparte citosélica dentro de la familia de las Hsp70, como BiP que es la mas
abundante (Haas y Wabl 1983), o dentro de la familia de las Hsp90, como GRP94
(Sorger y Pelham 1987; Melnick y col. 1992).
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El sistema de Hsp70 ha sido muy estudiado. Esta chaperona actia en
conjunto con otros dos componentes, una Hsp40 o Dnad y GrpE. La Hsp40 se une
primero a la cadena naciente cuando emerge del traslocon y el dominio J le permite
interaccionar con la Hsp70 que va a unir un heptapéptido hidrofébico de la proteina.
La uniéon de las dos chaperonas estimula la actividad ATPasa de la Hsp70 que
permanece uniendo ADP hasta que GrpE lo desplaza, lo que provoca la disociacion
de todo el complejo. El plegamiento se logra a través de multiples ciclos de union y
liberacion mediante, en principio, un mecanismo indirecto, pues el resultado
primario de la actividad de la chaperona es evitar que la proteina entre en vias
muertas del camino del plegamiento tales como la agregacion.

Las lectinas calnexina (CNX) y calreticulina (CRT) forman parte del segundo
de los sistemas mas importantes del QC con los que cuenta el RE (Fliegel y col. 1989;
Wada y col. 1991; Michalak y col. 1992; Bergeron y col. 1994). Este sistema depende
para su funcionamiento no sb6lo de una regiéon mal plegada en la proteina, sino
también de la presencia de un glicano monoglucosilado. Lo significativo de este
sistema deriva del hecho que aproximadamente el 80 % de las proteinas que
ingresan al camino secretorio estan glicosiladas, lo que las convierte en candidatos a
ser supervisadas por este segundo sistema de QC.

El ciclo de CNX/CRT se describira con mas detalle mas adelante dado que su
estudio es el motivo del desarrollo de esta tesis. Primeramente se describiran los
pasos que conducen a que una proteina contenga el glicano que le permita

interaccionar con CNX y CRT.

La A-glicosilacion de proteinas

La MN-glicosilacion de proteinas es un proceso esencial para la viabilidad
celular y en la tltima década se han descripto numerosas enfermedades hereditarias
que estdn asociadas con alteraciones en la estructura de los MN-glicanos (Aebi y
Hennet 2001; Freeze y Aebi 2005).

La N y la O glicosilacion representan los dos tipos mas ampliamente
distribuidos de carbohidratos unidos a proteinas (Spiro 2002). En células eucariotas

los glicanos unidos al grupo amino de la cadena lateral de un residuo asparagina (de



Parte 1 — Introduccion —34

alli el nombre de MN-glicosilacién) muestran dos importantes contrastes con respecto
a los unidos al grupo hidroxilo de los residuos de serina o treonina (O-glicosilacién).
El primero es el glicano en si mismo, que en la MN-glicosilacién se transfiere
preensamblado en el RE, mientras que en la (- glicosilacion se construye sobre la
proteina por el agregado secuencial de un nimero variable de monosacaridos en el
aparato de Golgi o el citosol. El segundo es que la MN-glicosilaciéon es un evento
cotraduccional al contrario de la  Oglicosilacion que ocurre sélo
postraduccionalmente.

El camino biosintético de los MN-glicanos maduros comprende dos
compartimiento celulares distintos: el RE y el aparato de Golgi. Como se describira
mas adelante, en el RE el glicano es ensamblado y transferido a los polipéptidos
nascientes y los recortes que sufre son limitados y compartidos por todas las
glicoproteinas. En esta localizacion los carbohidratos juegan un papel estructural e
influyen en la conformacién, solubilidad y estabilidad de las proteinas que los
contienen (Chu y col. 1985; Schulke y Schmid 1988; Paulson 1989; Kern y col. 1992;
Edge y col. 1993; Kern y col. 1993; Wang y col. 1996).

Aunque los glicanos son cruciales para el plegamiento de la mayoria de las
glicoproteinas (Ronnett y col. 1984; Slieker y col. 1986; Konig y col. 1988), también
existen ejemplos de algunas que pueden alcanzar su conformacién nativa en
ausencia de aquellos, lo que se observé ya sea usando drogas como la tunicamicina
que inhibe la MN-glicosilacién o por eliminacién de los sitios consensos donde la N
glicosilacién ocurre (Breitfeld y col. 1984; George y col. 1986; Pitta y col. 1989).
Incluso, en una misma proteina que contenga mas de un sitio de glicosilacion, la
remocion de cada uno individualmente tiene efectos diferentes sobre el plegamiento
de la glicoproteina, sugiriendo que los glicanos ejercen ademaés efectos locales (Dube
y col. 1988; Semenkovich y col. 1990). Y si bien la glicosilacién no induce la
formacién de una estructura secundaria permanente en la proteina muchas veces
promueve la apariciéon de giros 3, pocas veces de laminas  y menos aun de hélices a

(O'Conner y Imperiali 1998).
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Formacion del glicano precursor

A pesar de la gran heterogeneidad encontrada en los glicanos maduros, los
primeros pasos en la sintesis de los N-glicanos estan notoriamente conservados a lo
largo de la evolucién de los eucariotas. Todos ellos se forman a partir de un
precursor que se procesa para dar origen a las distintas estructuras. En la mayoria
de los eucariotas el glicano precursor tiene la estructura GlecsMangGlcNAcs
(GBM9N2) y se construye unido por un enlace pirofosfato a un lipido en la
membrana del RE (Figura 1.6) (Parodi y Leloir 1979; Hubbard y Ivatt 1981;
Kornfeld y Kornfeld 1985). Dicho glicano es transferido luego en bloque a los
residuos asparagina de una cadena polipeptidica naciente por la acciéon de una
oligosacariltransferasa (OT) (Kiely y col. 1976; Bergman y Kuehl 1977; Rothman y
Lodish 1977; Sefton 1977).
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Figura 1.6: Estructura del glicano que inicia la M. glicosilaciéon. El glicano se ensambla en la
membrana del RE unido a un dolicol-P-P y luego se transfiere en bloque a un residuo Asn de un
polipéptido naciente.Los residuos verdes se incorporan al lipido precursor en la cara citosélica del RE
a partir de dadores de azucares solubles (UDP-GIcNAc y GDP-Man). Los residuos amarillos se
incorporan en la cara luminar del RE a partir del Dol-P-Man y Dol-P-Glec. Se indica el sitio de accién
de las glicosidasas que actuan en el RE.

La secuencia y la topologia de las reacciones que conducen a la formacion del
precursor se detallan en la figura 1.7. El lipido sobre el que se realiza la sintesis es
el dolicol-fosfato, un poliprenol que contiene entre 11 y 21 unidades isopreno segun
la especie que se trate (Schenk y col. 2001). De las 14 unidades de azlcares que
componen el precursor, las primeras siete son ensambladas en la cara citosélica de
la membrana del RE por glicosiltransferasas que estan unidas a ella. El primer paso
consiste en la transferencia de GlcNAc-1-P a Dol-P de manera que se forma el enlace
pirofosfato en una reaccion que es inhibida por la tunicamicina. Los seis
monosacaridos restantes se agregan de forma escalonada utilizando como sustrato

UDP-GIcNAc y GDP-Man. El1 MansGlcNAcz-P-P-dolicol es traslocado entonces hacia
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el lumen por una "flipasa" del RE donde se le suman los cuatro restantes residuos de
manosa y los tres de glucosa. Las glicosiltransferasas responsables de estas
reacciones utilizan dolicol-P-Man y dolicol-P-Glc respectivamente que a su vez se
formaron en la cara citosdlica a partir de dolicol-P y GDP-Man y UDP-Glc,
respectivamente. Estos compuestos también sufren una translocacién desde la cara
citosdlica hacia la luminal del RE de manera de localizar los azicares en este ultimo

compartimiento (Kellenberger y col. 1997; Burda y Aebi 1999; Kelleher y Gilmore

2006; Weerapana y Imperiali 2006).
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Figura 1.7: Formacién del glicano precursor en S. cerevisiae. (Weerapana y Imperiali 2006).

La OT encargada de transferir el glicano precursor a las proteinas es un
complejo de ocho subunidades que esta asociado al traslocon Sec61. El sitio activo se
encuentra sobre la cara interna de la membrana del RE (Imperiali y Hendrickson
1995; Yan y Lennarz 1999; Dempski y Imperiali 2002; Kelleher y Gilmore 2006).
Este complejo es capaz de reconocer la asparagina de las secuencias Asn-X-Ser/Thr,
donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina, que debe encontrarse a
unos 10 6 12 aminoacidos de la membrana. La eficiencia de dicho proceso depende

del entorno local de la secuencia consenso y tipicamente disminuye en regiones
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donde la cadena polipeptidica adopta rapidamente una estructura secundaria
(Nilsson y von Heijne 1993; Holst y col. 1996). Adem4s, en ensayos libres de células
se mostr6 que OTs de variadas fuentes transfieren el GAM9IN2 de 10 a 20 veces mas
rapido que el MangGlcNAcz (MON2), asegurando de esta forma que todos los glicanos
transferidos hayan completado su sintesis (Turco y col. 1977; Ballou y col. 1986).

Reacciones de procesamiento del glicano en el reticulo endoplasmico

El procesamiento del glicano en el lumen del RE comienza inmediatamente
después de su transferencia a la proteina. La glucosa mas externa es removida por
la glucosidasa I (GI), una o(1,2)-glucosidasa unida a la membrana del RE
(Shailubhai y col. 1991; Kalz-Fuller y col. 1995). Mientras que las dos glucosas
restantes que estdn unidas por uniones a(1,3) son removidas por la glucosidasa II
(GID), una enzima heterodimérica soluble formada por una subunidad catalitica y
otra no catalitica que contiene en su extremo carboxi-terminal una senal de
retencién en el RE (Figura 1.6) (Trombetta y col. 1996; D'Alessio y col. 1999;
Trombetta y col. 2001).

Segun la especie involucrada, pueden encontrarse manosidasas especificas del
lumen del RE que remueven uno o dos residuos de manosa de la rama o(1,6) del
glicano (Figura 1.6) (Weng y Spiro 1993). Las estructuras resultantes fueron
involucradas en los procesos de degradaciéon de glicoproteinas mal plegadas. Se
propuso que el isomero B de MansGlcNAcs representaria una senal de degradacion
per se (Helenius y Aebi 2004) o que, dado que el recorte de manosas es un proceso
lento, su presencia podria ser un sintoma de la persistencia de una dada
glicoproteina en el RE y facilitase su eliminacién (Su y col. 1993; Jakob y col. 1998).
Estudios mas recientes resaltaron diferencias entre las levaduras y las células de
mamiferos respecto a la extension de la remociéon de manosas requerida para que un
polipéptido con un plegamiento defectuoso sea sustrato de ERAD. En células de
mamiferos los MN-glicanos son procesados por al,2-manosidasas hasta alcanzar
composiciones con 5 6 6 Man antes de ser degradados (Frenkel y col. 2003;
Hosokawa y col. 2003; Foulquier y col. 2004). Aun se debate acerca de cual/es serian

las proteinas responsables de este exhaustivo recorte de manosas. Se han propuesto
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tres posibilidades: 1) el secuestro de los candidatos de ERAD en subcompartimientos
del RE donde la concentracién de la a-manosidasa I es elevada 2) la participacién de
las endomanosidasas del aparato de Golgi y 3) la participacién de una nueva clase
de proteinas homoélogas a la a-manosidasa I del RE, EDEM1, EDEM2 y EDEM3
(Ruddock y Molinari 2006). Aunque las EDEM fueron originalmente descriptas como
putativas lectinas sin actividad enzimatica debido a que carecian de un puente
disulfuro presente en otras manosidasas, también se han encontrado a-manosidasas
activas sin dicha unién disulfuro (Cabral y col. 2001; Hosokawa y col. 2001; Mast y
col. 2005). Si bien el mecanismo no se ha esclarecido, tanto el uso de inhibidores de
las manosidasas como la supresion de la expresiéon de EDEM provoca un retraso del
ERAD (Liu y col. 1999; Jakob y col. 2001; Molinari y col. 2002; Molinari y col. 2003).
También en el lumen del RE ocurre la reglucosilacion de los glicanos de alta
manosa que han sido completamente deglucosilados por la acciéon de las GI y GII,
generandose las estructuras GlciMangGleNAc: (G1IMIN2), GleiMansGleNAcs
(GIMS8N2) y GleiMan7GlcNAce (GIM7N2) a partir de las respectivas glicoproteinas
sin Glec. El residuo es anadido a la misma manosa y en la misma conformacién que el
del glicano precursor por lo que es susceptible de ser removido por la actividad de la
GII (Parodi y col. 1983; Trombetta y col. 1989). La enzima responsable de catalizar
esta reglucosilacion transitoria de las glicoproteinas es la UDP-Glciglicoproteina
glucosiltransferasa (GT) y la cual se encuentra en células de mamiferos, plantas,
hongos y tripanosomatidos (Trombetta y col. 1989; Trombetta y col. 1991; Trombetta
y Parodi 1992). Saccharomyces cerevisiae es el tinico organismo descripto hasta la

actualidad que no posee GT (Fernandez y col. 1994).

La UDP-Gic:glicoproteina glucosiltransferasa

La GT se purific6 a homogeneidad de diversas fuentes y result6 ser una
enzima relativamente grande, de alrededor de 160 kDa, comparada con la mayoria
de las glicolsiltransferasas de la via secretoria (Trombetta y Parodi 1992; Fernandez
y col. 1994; Parker y col. 1995). Ademads, a diferencia de la mayoria de las
glicosidasas y glicosiltransferasas que actiian es esta via, que son proteinas de

membrana, la GT resulté ser una proteina soluble en el lumen del RE, de forma
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similar a la enzima que contrarresta su accién, la GII (Parodi y col. 1984; Herscovics
1999). La enzima aislada tiene un pH éptimo neutro y necesita una concentracién
relativamente alta de iones Ca2* (5—10 mM) para su actividad. Ambos requisitos son
compatibles con su localizaciéon subcelular en el RE. Otra particularidad de esta
enzima es que utiliza UDP-Glc como dador de glucosa en lugar de los derivados del
dolicol. La membrana del RE posee un transportador que permite el ingreso de
UDP-Glc desde el citosol, el lugar donde se sintetiza, acoplado a la salida de UMP
(Perez y Hirschberg 1987). Se ha identificado una UDPasa soluble en el lumen del
RE que puede hidrolizar el UDP generado por la GT, impidiendo la inhibicién por
producto de la enzima y facilitando el ingreso de su sustrato por el conocido
mecanismo de antiport (Trombetta y Helenius 1999; Failer y col. 2002).

La glicoproteina aceptora de la Glc es preferentemente la que presenta el
glicano de estructura M9N2, sobre M8N2 y M7N2 a los que la GT glucosila con una
eficiencia del 50% y 15% respectivamente (Sousa y col. 1992). Vale la pena
mencionar aqui que la GII presenta un comportamiento similar respecto a su
actividad segin disminuye el contenido de Man en el glicano (Grinna y Robbins
1980).

Por otro lado, un requisito llamativo para poder observar la actividad de GT
en ensayos libres de células fue que la glicoproteina sustrato tenia que estar
desnaturalizada (Trombetta y col. 1989; Sousa y col. 1992; Parker y col. 1995). Se
pudo determinar que la GT reconoce el residuo GlcNAc mas interno del glicano, es
decir, el que esta unido a la proteina y esa unién covalente debe existir para una
glucosilacién efectiva por parte de la GT (Sousa y Parodi 1995). Esta es una
restriccion i1mportante, pues evitaria que en un medio densamente poblado de
proteinas parcialmente plegadas o no plegadas como es el lumen del RE, el estado
conformacional de una tenga influencia sobre la glucosilacién de otra.

Dado que en glicoproteinas en su conformacién nativa la GlcNAc mas interna
no esta expuesta sino estrechamente asociada a aminoacidos de la proteina, la
exposicion de la union GlcNAc-Asn es un elemento clave en el reconocimiento de una

proteina mal plegada, sin embargo, este factor no es suficiente para que la
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glucosilaciéon ocurra, puesto que glicopéptidos de alta manosa, en donde el motivo
GlcNAc-Asn se encuentra totalmente expuesto al solvente, son sustratos muy pobres
de la enzima (Sousa y Parodi 1995; Trombetta y Helenius 2000). Existe a su vez un
requerimiento por dominios proteicos que estan ocultos en la conformacién nativa y
el reconocimiento no es a través de una secuencia consenso sino que, al contrario, la
GT puede unirse a péptidos hidrofébicos que pueden encontrarse en cualquier
proteina que esté plegandose en el RE (Sousa y col. 1992). Esta propiedad es
compartida con las chaperonas moleculares, pero la GT tiene el rasgo Ginico que es
capaz de modificar covalentemente a su blanco. En este sentido, la GT es un caso
practicamente Unico de una proteina que reune la actividad de una
glicosiltransferasa con la especificidad de una chaperona.

Aunque el estudio de los determinantes moleculares reconocidos por esta
enzima ha sido un tépico controvertido, algunos trabajos realizados in vitro con
neoglicoproteinas demostraron que la GT es un sensor muy delicado de sutiles
diferencias en la conformacién (Sousa y Parodi 1995; Rodan y col. 1996). Ambos
trabajos probaron que la GT prefiere glicoproteinas no nativas en etapas avanzadas
de plegamiento. En el primero de ellos, se utilizé la nucleasa de Staphylococcus, una
pequena proteina bacteriana muy bien caracterizada, a la que se le acoplé un
glicopéptido. La proteina nativa resulté ser un pobre sustrato de la GT pero
versiones truncadas que no diferian ampliamente respecto a su estructura terciaria
y que conservaban de un tercio a un cuarto de la actividad de la nativa fueron
eficientemente glucosiladas por la GT. Mas aun, el agregado de un inhibidor de la
actividad nucleasa que se sabe que estabiliza la conformacién nativa, convertia a las
versiones truncadas en peores aceptores de Glc. En la segunda aproximacion se
utilizaron diferentes conférmeros de RNasa B. La proteina nativa, asi como una con
una rutura de la unién peptidica entre los residuos 20 y 21 que mantiene su
estructura nativa, aunque perturbada, y conserva su actividad, no fueron
reconocidas por la GT. La separacién del péptido de 20 aminoacidos de la versiéon
truncada suprimié la actividad RNasa pero convirtié al resto de la molécula en

sustrato de GT. Recientemente, utilizando como sustrato modelo el inhibidor de la
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quimotripsina-2 glicosilado quimicamente, se revelé que la GT reconoce en realidad
superficies hidrofébicas expuestas, predominantemente en conformaciones de tipo
glébulo fundido que tienen una estructura semejante a la nativa pero a las que les
falta la compactacién de las cadenas laterales (Caramelo y col. 2003). Adema4s, se
encontrd que la GT puede reconocer los parches hidrofébicos que se exponen en las
superficies de contacto de subunidades de complejos sin ensamblar, participando asi
también en el reconocimiento de estructura cuaternaria, glucosilando complejos
multiméricos que no contienen el total de sus subunidades (Caramelo y col. 2004). El
reconocimiento de estas estructuras se realizaria, en principio, en un contexto local
de forma que en una glicoproteina grande con dominios que se pliegan de manera
independiente el glicano se glucosila siempre y cuando esté unido al dominio mal
plegado (Ritter y Helenius 2000).

Estos resultados in wvitro parecen ajustarse a observaciones hechas en
experimentos con células vivas. La primera demostraciéon concluyente de la
reglucosilacién selectiva de una glicoproteina in vivo se realizé con una mutante
termosensible en la que la proteina G de la linea mutante ts045 del virus de
stomatitis vesicular no se plegaba correctamente a 41°C y era retenida en el RE.
Dicha proteina presentaba el 50% de sus glicanos alternando entre las formas
glucosiladas y sin glucosilar (Suh y col. 1989). Luego se observé que la proteina a la
temperatura no permisiva tenia la mayoria de sus puentes disulfuro formados, lo
que indicaba que estaba en un estado avanzado de plegamiento (de Silva y col.
1990). Esto también pudo establecerse usando al 7Trypanosoma cruzi como se
describira mas adelante (Labriola y col. 1999).

Cuando se conocieron las secuencias de genes que codifican para GTs de
distintas especies se comprobd que todas codificaban para proteinas de tamano
semejante al determinado experimentalmente y que poseian un péptido senal en el
extremo amino-terminal y una sefial de retencién en el extremo carboxi-terminal
(Parker y col. 1995; Fernandez y col. 1996; Arnold y col. 2000; Tessier y col. 2000).
Sin embargo, la conservacion de la secuencia a lo largo de toda la proteina era

moderada, de un 30% a 40% de identidad y un 40% a 60% de similitud. Pero si se
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consideran Unicamente las porciones C-terminales, los dultimos 270 aa
aproximadamente, la conservacién aumenta notablemente, alcanzandose valores de
65 a 85% de identidad. Este dominio comparte homologia con glucosil y galactosil
transferasas de origen bacteriano que utilizan UDP-Glc o UDP-Gal como dadores de
azucares y forman uniones o con retension de la configuracion anomérica, al igual
que lo que hace la GT. Tanto unas como otras poseen cuatro residuos aspartico que
forman parte de dos motivos DXD que al ser mutados conllevan a la pérdida de
actividad enzimatica. Por este motivo se atribuy6 a este dominio la capacidad de
glucosilar de forma auténoma del resto de la proteina (Tessier y col. 2000). Unos 200
aminoacidos también conservados unen el dominio C-terminal con el N-terminal, el
cual se compone de unos 800 residuos y constituye la regiéon menos conservada de la
molécula. Esta organizacién recuerda a la de la familia de chaperonas Hsp70 que
poseen un dominio N-terminal con un alto nivel de homologia que tiene actividad
ATPasa, y un dominio C-terminal mucho menos conservado y que contiene el sitio de
unién de péptidos hidrofébicos (Hendrick y Hartl 1993). Se ha propuesto que el
dominio N-terminal de las GTs estaria involucrado en el reconocimiento de los
determinantes expuestos en proteinas mal plegadas y que el dominio C-terminal
seria el responsable de la actividad catalitica. El dominio N-terminal de la GT de
Schizosaccharomyces pombe unido al dominio C-terminal de la GT de Drosophila
melanogaster o la construccion inversa, forman enzimas activas in vivo, sugiriendo
que a pesar de la baja similitud de la secuencia primaria de las porciones N-
terminales (16%) estos dominios deben compartir rasgos a nivel tridimensional
(Guerin y Parodi 2003). Por otro lado, el dominio N-terminal es necesario para el
correcto plegamiento de la porcion catalitica y ambas porciones permacen
fuertemente unidas después de un tratamiento suave con proteasas y no pueden ser
separados sin que se pierda la actividad. Ademas, se describi6 que existen dos
homologos humanos de la GT, HUGT1 y HUGTZ2 que aunque son indistinguibles en
cuanto a tamano y son 83% idénticos entre si en sus regiones C-terminales, sélo
comparten un 49% de identidad en las regiones N-terminales (Arnold y col. 2000).

Sorpresivamente, HUGT1 es una GT funcional, mientras que HUGT2 no muestra
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actividad glucosiltransferasa. Utilizando quimeras entre los dos dominios de
HUGT1 y HUGTZ2 se demostré que el dominio N-terminal de HUGT1 es requerido
para la activaciéon de los dominios C-terminales tanto de HUGT1 como HUGT2

(Arnold y Kaufman 2003).

Control de calidad de plegamiento de glicoproteinas

Los glicanos monoglucosilados que se forman tanto por deglucosilacién parcial
del precusor transferido a la proteina o por accién de la GT son especificamente
reconocidos en el RE por CNX, una lectina integral de membrana y por CRT, su
homélogo soluble (Ware y col. 1995; Spiro y col. 1996; Vassilakos y col. 1998). Esta
unién no sélo evita la salida del RE de los conférmeros mal plegados sino que
también disminuye el ritmo e incrementa la eficiencia de plegamiento de las
glicoproteinas, impidiendo una oligomerizacion prematura o la degradacion y
facilitando la formaciéon de puentes disulfuro nativos, constituyéndose asi en el
segundo de los sistemas de QC del RE (Hammond y col. 1994; Helenius 1994; Hebert
y col. 1996). Sin embargo, el principio por el cual operan difiere del de las
chaperonas clasicas. En lugar de basarse en cambios conformacionales producidos
por la hidrélisis de ATP, los ciclos de union y liberacion entre los intermediarios de
plegamiento y CNX/CRT dependen de la acciéon concertada de dos enzimas con
actividades opuestas, la GT y la GII. De esta manera, el ciclo de CNX/CRT se centra
en el N-glicano.

Tanto CNX como CRT poseen una alta especificidad pero baja afinidad por
glicanos monoglucosilados (Patil y col. 2000) lo que podria facilitar una disociacién
espontanea del sustrato. Es mas, en la estructura cristalografica del dominio lectina
de CNX la porcién del glicano unido que contiene el enlace Glc-Man parece estar
inaccesible a la GII (Schrag y col. 2001). Entonces la asociacién dindmica entre la
glicoproteina y CNX o CRT expondria el residuo terminal de glucosa a la hidrdlisis
por la accion de la GII. Si la proteina deglucosilada no esta correctamente plegada se
convierte en sustrato de la GT y vuelve a unirse a las lectinas. Este ciclo se repite
hasta que o bien la proteina adquiere su conformacion nativa, lo que la hace sustrato

de la GII pero no de la GT por lo que puede liberarse del ancla y seguir su camino
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hacia el aparato de Golgi o alternativamente si no logra plegarse es degradada

(Figura 1.8).
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Figura 1.8: El ciclo de CNX/CRT. CNX y
CRT asisten en el plegamiento de las
glicoproteinas en el RE (para simplificar
sélo se muestra a CRT). Luego de la
transferencia del glicano precursor
(G3M9N2, donde las glucosas se
muestran como circulos rojos y una de
las manosa como un circulo azul) a una
proteina naciente, dos de las glucosas
son removidas por las GI y la GII. Esto
genera una glicoproteina
monoglucosilada que puede
interaccionar con CNX y CRT. Ambras
lectinas se asocian con la tiol
oxidoreductasa ERp57. Durante la
catalisis de la formacién de la unidén
disulfuro ERp57 forma puentes mixtos
con las glicoproteinas wunidas a
CNX/CRT. La accién de la GII sobre la
altima glucosa libera a la glicoproteina
de las lectinas. Una vez liberadas, si las
proteinas estan correctamente plegadas
dejan el RE hacia el aparato de Golgi.
Si, en cambio, las proteinas no
adquirieron su conformacién nativa se
convierten en sustrato de la GT que
agrega una glucosa y que permite que la
glicoproteina vuelva a unierse a
CNX/CRT (Ellgaard 2003).

Aunque la alta conservacién de los dominios de lectina concede a CNX y CRT

una especificidad similar por el glicano, el espectro de glicoproteinas que se unen a

ellas 7in vivo no se superpone completamente (Peterson y col. 1995; Otteken y Moss

1996; Pipe y col. 1998; Danilczyk y Williams 2001). CNX une de forma transitoria la

mayoria de las glicoproteinas, mientras que CRT une un grupo mas restringido

(Peterson y col. 1995; Van Leeuwen y Kearse 1996) Pueden encontrarse proteinas

que interaccionan con s6lo una de las chaperonas mientras que otras pueden unirse

a ambas, tanto de manera simultanea como secuencial, segiin el estado del proceso

de maduracién de la glicoproteina (van Leeuwen y Kearse 1996; Pamer y Cresswell

1998) o a través de distintos glicanos (Hebert y col. 1997). Para algunos sustratos,
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estas diferencias parecen ser causadas en parte por el status soluble de CRT y el
anclado a la membrana de la CNX y pueden invertirse parcialmente si se
intercambian la porciones luminales de las dos proteinas (Wada y col. 1995;
Danilczyk y Williams 2001). Sin embargo, también hay ejemplos en los que el
dominio luminal de CNX no puede reemplazar a CRT (Gao y col. 2002), por lo que
deben existir determinantes que atin no han podido identifirse que influyen en la
selectividad de sustratos de estas lectinas (Molinari y col. 2004; Pieren y col. 2005).

Vale la pena mencionar aqui la controversia que se ha suscitado respecto al
mecanismo de accién de CNX y CRT. Como se ha venido desarrollando, el modelo de
lectina propone que la interaccion entre CNX/CRT y la glicoproteina esta controlada
unicamente por la disponibilidad del residuo terminal de Glc en el glicano unido a la
Asn. En este modelo, el facilitamiento del plegado se lograria secuestrando a la
glicoproteina en la cavidad que se forma entre el dominio globular y el brazo P (ver
Parte 2). En este caso no habria un enmascaramiento directo de sitios hidrofébicos,
expuestos en las conformaciones no nativas, para evitar la agregaciéon de forma
similar al mecanismo de otras chaperonas moleculares (Helenius y Aebi 2004).
Existe mucho apoyo experimental detras de este modelo que proviene
fundamentalmente de ensayos en los que se observa que la interaccién entre
CNX/CRT y una glicoproteina puede abolirse utilizando inhibidores de glucosidasas
o células carentes de ellas (ejemplos de ello citados en (Parodi 2000).

Por otro lado, se ha planteado un modelo alternativo denominado de “unién
dual”, en el que CNX y CRT interaccionan con la proteina en proceso de plegamiento
no sblo a través del sitio lectina sino también a través de un sitio de unién a
polipéptidos (Williams 2006). Asi, la funcién promotora del plegado de CNX y CRT
seria similar a la de otras chaperonas moleculares, es decir, evitando la agregacion
por unién a segmentos hidrofébicos de las glicoproteinas no nativas. La disociacion
del complejo requeriria de la liberacion del glicano y de un cambio conformacional en
el sitio de unidn al polipéptido que estaria regulado por el ATP o algin otro factor.
En este caso, tanto CNX/CRT como GT evaluarian el estado conformacional de la

proteina. También hay evidencia que apoya este modelo, como que los complejos una
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vez formados pueden ser deglicosilados enzimaticamente sin que se disocien.
También se ha visto que in vitro CRT puede unirse a proteinas no glicosiladas y
suprimir la agregacién (véanse los ejemplos citados en (Williams 2006). El principal
inconveniente que presenta este modelo es que no se ha podido ubicar un sitio de
unién a péptidos en la estructura cristalografica de CNX. También son objetables los
resultados obtenidos en los ensayos de agregacion pues la temperatura a la que se
realizaron son cercanas a la temperatura de desnaturalizaciéon de CRT.

Fue necesario revaluar las funciones de CNX y CRT cuando se descubrié que
podia unirse a ERp57 y que esta enzima redox de la familia de PDI interacciona
exclusivamente con glicoproteinas parcialmente deglucosiladas. Al parecer, CNX y
CRT, reclutando a las glicoproteinas monoglucosiladas, funcionan como
presentadoras de sustrato para ERp57 (Elliott y col. 1997; Oliver y col. 1997;
Farmery y col. 2000; Kang y Cresswell 2002). De esta manera, las glicoproteinas que
contienen cisteinas pueden formar puentes disulfuro mixtos con la ERp57,
facilitdndose la formacién de las uniones correctas (Lindquist y col. 2001; Antoniou y
col. 2002; Molinari y col. 2002). En la Parte 2 de este trabajo de tesis se analizaran
con mas detalle las propiedades y funciones de CRT.

La relevancia de este sistema de QC de glicoproteinas se manifiesta al
comprobarse que de no funcionar se activa la UPR y a su vez sus componentes son
inducidos por esta ante cualquier circunstancia que provoque la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el RE, tales como elevadas temperaturas, ion6foros de
calcio y drogas que afectan la formacién de puentes disulfuro o la MN-glicosilacion
(Parlati y col. 1995a; Fernandez y col. 1996; D'Alessio y col. 1999; Doerrler y
Lehrman 1999; Arnold y col. 2000; Casagrande y col. 2000; Travers y col. 2000;
Hosokawa y col. 2001; Helenius y col. 2002; Shang y col. 2002).

Reacciones de procesamiento del glicano en el aparato de Golgi

Una vez que las glicoproteinas adquieren su conformacién nativa los glicanos
participan en eventos de distribucion y transporte hacia el aparato de Golgi. Se
1dentifico la lectina ERGIC-53 que asiste el tranporte de glicoproteinas desde el RE

a los compartimientos intermedios entre el RE y el aparato de Golgi (ERGIC, del
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inglés Endoplasmic Reticulum-Golgi intermediate comparment) (Schweizer y col.
1988; Appenzeller y col. 1999). ERGIC-53 es una proteina de membrana de tipo I
que une glicanos de alta manosa y que tiene homologia con CNX. ERGIC-53 une
sustratos en el ambiente neutral y rico en calcio del RE y los libera en el ERGIC a
causa del ambiente més acidico y con menor contenido de calcio (Itin y col. 1996;
Appenzeller-Herzog y col. 2004). En su dominio citosélico ERGIC-53 tiene la
secuencia KKFF. El motivo dilisina es reconocido por la cubierta COPI que media la
formaciéon de vesiculas y le permite que se recicle hacia el ER y el motivo
difenilalanina es el responsable de su reclutamiento en los sitios de salida del RE y
su unién al complejo de cubierta COPII (Andersson y col. 1999; Nufer y col. 2002).
También se descubrieron dos proteinas relacionadas con ERGIC-53 no muy bien
caracterizadas aun que recibieron los nombres VIP36 (por vesicular membrane
protein) y ERGL (por ERGIC-53-like) que sugieren que el uso de los glicanos como
sefiales de transporte no es un hecho limitado a ERGIC-53 (Hara-Kuge y col. 1999).
Cuando alcanzan las cisternas intermedias del aparato de Golgi las
glicoproteinas sufren un recorte ordenado de monosacaridos y la adicién de otros que
dara por resultado el gran espectro de glicoformas que se encuentra en los N
glicanos maduros. El orden en el que estas modificaciones ocurren esta establecido
pero no es dirigido por la glicoproteina templado, como es el caso de la biosintesis de
proteinas o 4cidos nucleicos (Moremen y col. 1994; Roth 2002; Wildt y Gerngross
2005). Mas bien, las estructuras resultantes dependen de la especificidad de las
glicosidasas y glicosiltransferasas, de su localizacién dentro del aparato secretorio,
de la velocidad de migracion de las glicoproteinas por el aparato de Golgi y de la
exposicion de los glicanos a las enzimas procesadoras. Algunas enzimas pueden
competir por un mismo sustrato y dependiendo de su abundancia, afinidad y
localizacién, la glicosiltransferasa dominante puede favorecer o impedir la formacion
de una estructura en particular, asi, incluso en un mismo polipéptido se pueden
encontrar distintas estructuras de glicanos y las variaciones se forman de manera

especifica segun el tipo celular o la especie.
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Aunque la N-glicosilacion representa sélo un tipo de los carbohidratos unidos
covalentemente a proteinas, presenta una gran variedad de estructuras. Estas
estructuras se han clasificado en tres grandes grupos: el que conforman los glicanos
de alta manosa, formados por GlcNAc y Man; el de los glicanos complejos,
constituidos por GlcNAc, Man, Gal, acido sialico y Fuc; y por ultimo los hibridos que
poseen caracteristicas de los dos anteriores.

El cambio de la uniformidad a la diversidad estructural del N-glicano coincide
con un marcado cambio de su funcién. Al comienzo del camino secretorio tienen el
rol comun de promover el plegado de las proteinas, participar en el QC y en algunos
eventos de distribucién pero en el aparato de Golgi las enzimas los preparan para
todo el espectro de nuevas funciones que deben cumplir, siendo utilizados
principalmente como senales de reconocimiento que permiten interacciones entre

células (Varki 1993).

Gran parte de los trabajos que permitieron delinear el funcionamiento del
sistema de QC de glicoproteinas del RE fue realizado en 7. cruzi puesto que este
organismo posee algunas caracteristica particulares que se describiran a

continuacidn.

El camino secretorio en T. cruzi

La supervivencia de 7. cruzi en los diversos ambientes en los que habita a lo
largo de su ciclo vital requiere la presentacién controlada en su superficie celular de
una abundante cubierta de glicoproteinas y glicolipidos (McConville y col. 2002).
Estas moléculas alcanzan la membrana plasmatica luego de atravesar un camino
secretorio cuya organizaciéon no difiere considerablemente de la de otras células

eucariotas (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Representacién esquemética de un corte longitudinal de un epimastigote de 7. cruzi
(Docampo y col. 2005).

El RE es el lugar donde se pliegan y ensamblan las proteinas que ingresan a
la via secretoria. A nivel ultraestructural el RE comprende la envoltura nuclear y un
sistema de cisternas o membranas tubulares conectadas que frecuentemente se
hallan estrechamente asociadas con la membrana plasmatica (Souto-Padron y col.
1984). También se pueden distinguir los clasicos subdominios de RE rugoso y liso y
una regiéon especializada de donde brotan vesiculas directamente opuesta al tnico

aparato de Golgi. En contraste con lo que sucede en células de mamiferos, el aparato
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de Golgi de los tripanosomatidos no colapsa durante la mitosis sino que sufre una
fisién medial junto con el cuerpo basal, el flagelo y el kinetoplasto (Field y col. 2000).
El aparato de Golgi se ubica junto al bolsillo flagelar, una invaginacién de la
membrana plasmatica por donde emerge el flagelo. El bolsillo flagelar aisla un
compartimiento extracelular especializado, rodeado por una membrana que difiere
de la que recubre al cuerpo celular y al flagelo y que no esta sustentada por los
microtibulos subpeliculares (Landfear y Ignatushchenko 2001). Esta tltima
caracteristica convierte al bolsillo flagelar en el tinico sitio por medio del cual ocurre
la exo y endocitosis (Figura 1.9).

La morfologia de los lisosomas varia segun el estadio de vida del parasito. En
los trypomastigotes los lisosomas maduros comprenden una serie de vacuolas
esféricas con distribucién perinuclear (Soares y col. 1992) mientras que en los
epimastigotes se localizan en la regién posterior (Porto- Carreiro 2000). Las
proteinas pueden transportase a los lisosomas desde el aparato de Golgi via el
bolsillo flagelar o por una ruta directa intracelular. Esta ultima, se sabe que no esta
mediada por el receptor de Man-6-fosfato sino por determinantes proteicos no muy

bien caracterizados.

La A-glicosilacion en tripanosomatidos

Los tripanosomatidos construyen el glicano precursor sobre dolicoles-fosfato
de menor tamano que los encontrados en eucariotas superiores, puesto que estos
poliprenoles poseen sélo entre 10 y 13 unidades de isopreno (Parodi y Quesada-Allue
1982; Quesada-Allue y Parodi 1983; Low y col. 1991). Puesto que ninguno de los
tripanosomatidos estudiados posee la enzima que sintetiza Dol-P-Glc a partir del
UDP-Glc ni las glucosiltransferasas encargadas de adicionar este residuo al glicano
precursor, estos organismos son las Unicas células salvajes eucariotas conocidas
hasta el momento que transfieren in vivo glicanos no glucosilados (de la Canal y
Parodi 1987; Jones y col. 2004; Samuelson y col. 2005). Adem4s, algunas especies
carecen también de la manosiltransferasa dependiente de Dol-P-Man responsable de
la transferencia del séptimo y noveno residuo de manosa (Frank y Aebi 2005), y

otras carecen de la manosiltransferasa encargada de agregar el octavo residuo, por
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lo que el glicano que se transfiere a las proteinas tiene la estructura M9N2 en 7.
cruzi, MTN2 en Crithidia fasciculatay M6N2 en Leishmania mexicana (Parodi y col.
1981; Parodi y Quesada-Allue 1982; Mendelzon y Parodi 1986). Las reacciones de
formacién del glicano precursor se esquematizan en la figura 1.10.
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Figura 1.10: Reacciones de formacién del glicano precursor en 7. cruzi. Los once monosacaridos son
agregados por glicosiltransferasas que se denominaron Algl a Algl2 seguin sus contrapartes en .S.
cerevisiae que a su vez fueron numeradas por en orden en que fueron descubiertas en lugar de por el
orden de las reacciones que catalizan (Samuelson y col. 2005).

Como ya se mencioné anteriormente, la OT de mamiferos, plantas u hongos
necesita que los tres residuos de glucosa estén presentes en el glicano precursor para
una catalisis eficiente, por lo que la incapacidad de los tripanosomatidos para
generar esta estructura provocaria, a su vez, una transferencia ineficaz que tendria
como consecuencia una hipoglicosilacion en las proteinas. Sin embargo, en ensayos
libres de células se determind que la OT de 7. cruzi transfiere con igual eficiencia el
precursor glucosilado que aquel sin glucosilar (Bosch y col. 1988). Recientemente, el
analisis del genoma de este organismo permiti6 identificar a la dnica subunidad de
esta enzima, la STT3, la cual posee la actividad catalitica (Yan y Lennarz 2002;
Nilsson y col. 2003; Samuelson y col. 2005). Sin embargo, contrariamente a lo que se
esperaba, recientemente se estableci6 que la selectividad de esta enzima por
G3MIN2 en casi todos los eucariotas no es una caracteristica que esté determinada
por la subunidad catalitica sino por todo el complejo OT (Castro y col. 2006).

Dado que el glicano transferido a las proteinas no contiene residuos de glucosa

es légico entender que no se encuentre actividad de GI (Bosch y col. 1988). Sin
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embargo, si se detecta actividad de GII, porque esta enzima remueve la glucosa que
adiciona la GT, otra enzima cuya actividad puede detectarse en el RE de estos
parasitos (Parodi y col. 1983; Bosch y col. 1988; Trombetta y col. 1989; Ganan y col.
1991). Es mds, la estructura GIMIN2 sélo puede formarse por la actividad
glucosilante de la GT, que justamente fue descripta por primera vez en estos
protozoarios, puesto que dicho M-glicano no podia confundirse con el que se obtiene
por deglucosilacién parcial del precursor en células de mamiferos (Parodi y Cazzulo
1982). Las reacciones de procesamiento del glicano que tienen lugar en el RE de 7'

cruzi se muestran en la figura 1.11 comparadas con las que ocurren en células de

mamiferos.
A B
GsMoN2-P-P-D-
l OT
GsMoN2-Pr
l GI
G2MoN2-Pr
i GII
MoNq-P-P-D- G1MoN2-Pr
l OT l GII
G1MoNz-Pr 42_1'1‘—1’ MoNg-Pr G1MoNz-Pr 42_1'1‘—1’ MoNg-Pr
l MI/MII i MI/MII
GT GT
GiMsNo-Pr *—— MsN2Pr GiMsNo-Pr *—— MsNePr
GII l MI/MII GII l MI/MII
GiMiNs-Pr <E_L, M:Na-Pr G1MiNs-Pr <E_L, M:Na-Pr
I I

Figura 1.11: Reacciones de procesamiento de los glicanos en el RE. Se muestran las reacciones de
procesamiento de los glicanos que ocurren en 7 cruzi (4) y células de mamiferos (B). G, Glc; M, Man;
N, GlecNAc; D, dolicol; Pr, proteina; OT, oligosacariltransferasa; GI, glucosidasa I; GII glucosidasa II;
GT, glucosiltransferasa; MI/MII, manosidasas I y II, respectivamente.

El uso de estos parasitos permitié determinar que alrededor del 50% de los N
glicanos de 7. cruziy C. fasciculata cultivados en presencia de inhibidores de GII
tienen residuos de glucosa y como generalmente las glicoproteinas tienen mas de un
glicano por molécula, se puede afirmar que mas del 50% de todas las glicoproteinas

son alguna vez sustrato de la GT (Ganan y col. 1991). Este experimento no puede
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realizarse en células de mamiferos porque los inhibidores de GII también inhiben a
la GI, lo que lleva a la acumulacién de compuestos triglucosilados. Ademas, otro
impedimento para realizar esta estimacién en eucariotas superiores es que poseen
en el aparato de Golgi una endomanosidasa, que no existe en tripanosomatidos, que
libera GlcMan de los glicanos G1IM9-7N2 para que estos puedan seguir procesandose
(Dairaku y Spiro 1997; Dong y col. 2000; Zuber y col. 2000).

El procesamiento de los glicanos en el aparato de Golgi de los
tripanosomatidos no ha sido completamente estudiado pero se sabe que la
estructura de los compuestos de alta manosa que se encuentran en proteinas
maduras no difiere sustancialmente de la de los mamiferos excepto por la presencia
en algunas especies de galactosas en configuracién furanosa unidas directamente a
residuos de manosa (Mendelzon y Parodi 1986; Mendelzon y col. 1986; Moraes y col.
1988; Gonzalez Clemente y col. 1990; Barboza y col. 2005). Por su parte, los glicanos
complejos tampoco difieren en forma significativa respecto a los de los mamiferos,
aunque se ha demostrado que en 7. cruzi el agregado de acido sialico a
glicoproteinas y glicolipidos no ocurre intracelularmente y utilizando CMP-acido
sialico como dador sino en la superficie externa del parasito a través de un
transialidasa que utiliza a(2,3)-sialoconjugados del hospedador como dador y sélo
galactosas externas en uniones B como aceptor (Previato y col. 1985; Couto y col.
1987; Piras y col. 1987; Bangs y col. 1988; Couto y col. 1990; Schenkman y col. 1991;
Zamze y col. 1991; Ferrero-Garcia y col. 1993).

Control de calidad de plegamiento de glicoproteinas

T. cruzi resulté también un modelo Gtil para evaluar la ocurrencia del sistema
de control de calidad de plegamiento de glicoproteinas no sélo porque posee actividad
de GII y GT sino que ademas sintetiza una glicoproteina que cumple dos requisitos
esenciales, a saber, existe en suficiente cantidad como para permitir comprobar si es
glucosilada in vivo y es una proteina soluble de los lisosomas, lo que permite
estudiar el efecto de las unidades de glucosa en el tiempo que necesita para alcanzar

su destino final. Esta glicoproteina es la cruzipaina (CZ).
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La CZ (nombre dado para enfatizar su homologia con la papaina, a cuya
superfamilia pertenece) es la principal cistein-proteasa de 7. cruzi, de localizacién
fundamentalmente lisosomal, aunque también puede detectarse una fraccion
minoritaria en membrana plasmatica, y, en los trypomastigotes, en el bolsillo
flagelar. Ademads, la concentracién de esta enzima en los epimastigotes es
apreciablemente mayor que en los otros estadios del parasito, constituyendo entre
un 5y 8% del total de proteinas solubles de la célula (Cazzulo y col. 1989).

La CZ es una endoproteasa capaz de degradar proteinas como caseina,
albimina bovina y hemoglobina desnaturalizada (pH 6éptimo 3,0-5,0) asi como
sustratos cromogénicos y fluorogénicos sintéticos (pH éptimo 7,0-9,0). La enzima es
inhibida por reactivos organomercuriales, E-64, TLCK, leupeptina, varios derivados
de peptidil clorometano y peptidil fluorometano (Meirelles y col. 1992; Franke de
Cazzulo y col. 1994) e inhibidores proteicos de cisteina proteinasas como las
cistatinas, las stefinas y los kininégenos (Stoka y col. 1995).

En la cepa Tul 2 del parasito se encuentran alrededor de 130 genes no
1idénticos que codifican para CZ, colocados en serie y separados por espacios
intergénicos de algo mas de 400 pb. Estas series ("tdndems") se encuentran
ubicados, segun la cepa o clon del parasito, en dos o cuatro cromosomas diferentes
(Campetella y col. 1992). La enzima se sintetiza como una proteina formada por
cuatro dominios: un pre-dominio (péptido sefial) de 18 aminoAcidos, que se pierde al
entrar al RE; un pro-dominio de 104 aminoacidos, que se pierde probablemente ni
bien se activa en el lisosoma; un dominio catalitico de 214 aminoacidos, altamente
homoélogo a la catepsina L de mamifero y, en menor grado, a la papaina; y un
dominio C-terminal de 130 aminoacidos que parece caracterizar a la mayoria de las
cisteina proteinasas de tripanosomatidos y contra el que estan dirigidosla mayoria
de los anticuerpos en infecciones naturales o experimentales (Martinez y col. 1993).
Este Gltimo dominio presenta caracteristicas estructurales notables, que incluyen la
presencia de siete residuos de treonina modificados, acompanados por siete residuos
de prolina, entre los primeros 21 aminoacidos; ocho residuos de cisteina, que parecen

estar formando cuatro puentes disulfuro, en la zona central; y un extremo C-
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terminal que sobre 27 aminoacidos presenta 18 residuos hidrofilicos, 11 de ellos
cargados. La funcién de este dominio es desconocida pero no es necesario para la
actividad enzimatica. Al pro-dominio, en cambio, se le han asignado varias
funciones: 1) colaborar en el correcto plegamiento (Conner 1992), 2) mantener al
zimégeno inactivo hasta que llegue a su lugar de accién (Eakin y col. 1992), 3) dirigir
al precursor hasta el lisosoma (McIntyre y col. 1994).

La CZ se purificé a partir de epimastigotes como una mezcla compleja de
isoformas (Cazzulo y col. 1995). Esta microheterogeneidad es probable que se deba a
la presencia de modificaciones postraduccionales (Cazzulo y col. 1992), incluyendo
heterogeneidad en los glicanos (Parodi y col. 1995), asi como también mutaciones
puntuales que llevan al reemplazo de aminoacidos, la mayoria de ellos en el dominio
C-terminal (Campetella y col. 1992; Cazzulo y col. 1992).

La enzima tiene tres sitios potenciales de MN-glicosilacion, dos en el dominio
catalitico y uno en el dominio C-terminal. Se sabe que el primer sitio (Asn 33), al
igual que el sitio del dominio C-terminal (Asn 255) estdn glicosilados, mientras que
no hay evidencias sobre el estado de glicosilacién del segundo sitio (Metzner y col.
1996). El primer sitio lleva solamente glicanos del tipo de alta manosa. La mayoria
de los MN-glicanos que se encontraron en el dominio C-terminal son de alta manosa,
algunos de ellos sulfatados pero también se identificaron glicanos complejos
sialidados, fucosilados y con lactosamina (Barboza y col. 2005).

Las funciones de la CZ no son del todo conocidas, pero podrian referirse a: 1)
la digestién intralisosomal de proteinas, exégenas o del propio parasito; 2) la
proteccion contra la respuesta inmune del hospedador, ya sea por digestion
intralisosomal de inmunoglobulinas endocitadas, o por destruccién en superficie del
fragmento Fc de las inmunoglobulinas ligadas a los respectivos antigenos, dejando el
fragmento F(ab)s, que es incapaz de activar el complemento, actuando asi, como
protector; 3) un papel en la penetracién del trypomastigote en la célula del
mamifero, pues se sabe que inhibidores de proteinasas inhiben parcialmente este
proceso. Estudios de varios laboratorios indican claramente una participacion

importante de cisteina proteasas, presumiblemente la CZ, en diferentes puntos del
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ciclo de vida del parasito (Meirelles y col. 1992; Harth y col. 1993; Franke de Cazzulo
y col. 1994). En efecto, se ha encontrado que la inhibicién especifica de la CZ
previene la diferenciacion de los epimastigotes en trypomastigotes y reduce
marcadamente la infeccién de células de mamiferos y la multiplicacién intracelular
de los amastigotes. Mas aun, la administraciéon de inhibidores rescata a ratones de
infecciones letales y cura animales con infecciones crénicas (Engel y col. 1998).

En células cultivadas en presencia de 1-deoxynojirimycin (DNJ), un inhibidor
de GII, se encontré que la CZ contenia tanto glicanos glucosilados como sin
glucosilar y que alrededor del 52% de los presentes en el Unico sitio de N
glicosilacion del dominio C-terminal contenian glucosa, demostrando que la
glucosilacion no estaba restringida a un glicano en particular sino que el mismo
glicano podia estar glucosilado en unas moléculas y no en otras. Este hecho es
consistente con el concepto que la GT soélo glucosila los glicanos de los dominios que
no estan correctamente plegados y como el tiempo que una proteina necesita para
adquirir su estructura terciaria puede diferir de una molécula a otra puede asumirse
que las CZs que se pliegan rapidamente no son sustrato de la GT mientras que las
que lo hacen mas lentamente, si.

También se observdo que el agregado de DNJ provocaba un retraso en el
tiempo medio de llegada de la CZ a los lisosomas y esto refleja un aumento de la
permanencia de la CZ en el RE, segin predice el modelo de control de calidad de
plegamiento de proteinas. A su vez, este resultado estaba sugiriendo la presencia en
el RE de 7. cruzi de las chaperonas-lectinas CNX y/o CRT que permitiesen la
retencion de los intermediarios monoglucosilados. Efectivamente, pudo
determinarse que 7. cruzi posee un gen que codifica para CRT, que se halla en copia
Unica por genoma haploide. No se encontré ningin gen que codifique para CNX.

La traducciéon del marco abierto de lectura hallado muestra un 40% de
identidad y un 64% de similitud con la CRT de origen humano. También posee los
caracteristicos dominios acidicos y los sitios de unién a calcio presentes en otras

CRTs. Ademas, en el extremo C-terminal posee una senal de retenciéon en el RE. La
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proteina efectivamente se localiza en el lumen del RE y une especificamente glicanos
con estructuras GIM9IN2 (Labriola y col. 1999).

Como se habia supuesto, realizando ensayos de inmunoprecipitaciéon se pudo
comprobar que CZ es reconocida transitoriamente por CRT en el RE y retenida por
un tiempo mas prolongado cuando se agrega DNJ al cultivo. Esta interaccion
depende unicamente de la presencia del glicano reafirmando la idea que CRT
reconoce solamente el hidrato de carbono y no determinantes proteicos.

Puesto que en 7. cruzila formacién de los glicanos monoglucosilados depende
exclusivamente de la actividad de GT (Figura 1.11) se pudo establecer que la CZ,
que tiene siete puentes disulfuros, s6lo se glucosila cuando todos o casi todos los
puentes se han formado, indicando el requerimiento de una molécula casi
completamente estructurada para que ocurra la reglucosilacién in vivo (Labriola y
col. 1999).

Siendo el 7. cruzi un sistema modelo que permite investigar el
funcionamiento del control de calidad de plegamiento mediado por lectinas y dada la
1mportancia sanitaria de este parasito y de la dependencia de las glicoproteinas para
su ciclo de vida, en la primera parte de esta trabajo de tesis se estudid si el
facilitamiento del plegamiento de la CZ, uno de los factores de virulencia del 7.
cruzi, mediado por su interaccion con CRT es esencial para la viabilidad,

diferenciacién y capacidad infectiva del parasito.



Objetivos
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Estudiar si el facilitamiento del plegamiento mediado por CRT de la CZ, uno
de los factores de virulencia del 7. cruzi es esencial para la viabilidad, diferenciacion

y capacidad infectiva del parasito.



Materiales y Métodos
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Cepas y condiciones de cultivo

La forma epimastigote de 7. cruzi del clon CL Brener se cultivé a 28 °C en
medio “Brain-Heart-Tryptose” (BHT, por litro: infusién 33 g cerebro corazén (Difco),
3 g Tryptose (Difco), 3,2 g NasHPOy4, 0,4 g KC], 0,3 g Glc, 20 mg hemina (Sigma), pH
7,2-7,4), suplementado con 100 U/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomicina y 10% v/v
de suero fetal bovino inactivado previamente a 56 °C durante 45 min (Cazzulo y col.
1985). El crecimiento celular se evalué contando los parasitos en una cdmara de
Neubauer.

FEscherichia coli DH5a0. fue empleada para los experimentos de clonacién. La
cepa BL21(DE3) fue empleada para la expresién de proteinas recombinantes bajo el
control del promotor de la RNA polimerasa de T7. Las bacterias se cultivaron a 37
°C en medio Luria-Bertani (LB: 0,5% p/v NaCl, 1% p/v Tryptone (Difco), 0,5 % p/v
extracto de levadura (Difco)). El medio se suplement6 con 1,5 % agar de acuerdo a
los requerimientos experimentales. Asimismo, para las cepas conteniendo
plasmidos, la seleccién se realizé por el agregado de 100 ug/ml de ampicilina 6 50

ug/ml de kanamicina al medio.

Transfeccion de pardsitos y seleccion

Cien millones de epimastigotes del clon CL Brener en fase logaritmica de
crecimiento se centrifugaron a 1200 x g durante 10 min, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 350 ul de PBS suplementado con 0,5 mM MgCl: y 0,1 mM CaCls.
Los parasitos se mezclaron con aproximadamente 100 ug de la construcciéon GT-Neo
(véase mas adelante) linealizado con Kpnl/Nod y se incubaron en hielo durante 1 h.
La mezcla se trasvasé a una celda de electroporacién (0,4 cm electrode Gene-Pulser®
cuvette (BioRad) a la cual se le aplicé mediante un aparato de electroporacién
(Electro Cell Manipulator 600, BTX Electroporation System) una descarga eléctrica
de corriente continua a un voltaje de 0,4 kV y una capacitancia de 500 uFd.

A continuacién, los parasitos se incubaron a temperatura ambiente por 10
min, luego se diluyeron en 8 ml de medio BHT suplementado con suero y se

incubaron por 48 h previo al agregado de 500 pg/ml de geneticina (G418, Sigma). Los
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parasitos que resultaron resistentes a G418 se clonaron en placas de BHT-agar
Noble antes de su caracterizacion. Como resultado de este procedimiento se obtuvo
un clon positivo que contenia la construcciéon correctamente integrada, hecho
evidenciado por andlisis del tamano de los fragmentos de restriccion de DNA
genémico (ver méas adelante). Este clon se utiliz6 en un paso posterior para
introducir la construccion GT-Hygro mediante una electroporacion realizada en las
mismas condiciones que la anterior, y la seleccion se llevd a cabo por el agregado de

500 pg/ml de Higromicina B (Sigma) y 500 pg/ml G418.

Ensayos de capacidad infectiva

Las monocapas de células de mioblasto de rata (LsEs) fueron cultivadas a 37
°C en Dulbecco’s Modified Eagle s Medium (DMEM) suplementado con 2% de suero
fetal bovino, 100 pug/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina en una atmoésfera
hiimeda conteniendo 5% de CQOs. Se infectaron 5 x 10% células con epimastigotes
(salvajes, heterocigotos y homocigotos) cultivados hasta fase estacionaria en una
relaciéon parasito:célula de 5:1 y 10:1. Las células fueron lavadas cada 48 h con
medio Hank con el propésito de remover los parasitos no adheridos, agregandose
medio DMEM suplementado con 2% de suero fetal bovino luego de cada lavado.
Dieciséis dias después de la infeccion, las células se lavaron con PBS y se tifieron con
Giemsa. A continuacién se contaron las células infectadas por observacion
microscopica. Cada experimento se realizé por triplicado. El mismo experimento se
realiz6 con células Vero pero usando epimastigotes sin pretratar y con dos ruedas de
infeccion. El pretratamiento de los epimastigotes fue el siguiente: se lavaron los
parasitos dos veces con PBS y se incubaron durante 30 min a 37 °C con una dilucién
1:20 de suero de cobayo (Sigma). Luego, los parasitos se lavaron otras dos veces con

PBS y se resuspendieron en la misma solucién.

Técnicas de biologia molecular

Todas las técnicas de biologia molecular se realizaron de acuerdo a lo

descripto en (Sambrook y Russell 2001) y segtin las indicaciones de los fabricantes.
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Clonado y secuenciacion del gen que codifica para la GT de T. cruzi

Para realizar el clonado y secuenciacién del gen que codifica para la GT se
realiz6 una busqueda en el banco de datos del proyecto genoma de 7. cruzi
ingresando la secuencia de la region carboxi-terminal de la GT de S. pombe pues
esta es la region que presenta un mayor grado de homologia entre los genes ya
secuenciados de otras especies. Se encontré6 un FExpressed Sequence Tag (EST)
(TENS2248) que poseia una homologia significativa y sobre él se disefiaron
oligonucledtidos exactos, 5-CTC CTC AGT TTA AGA CGC-3" y 5-TCG CAC CAG
AGC CAC TCC-3°, que amplificaron sobre DNA gendémico un fragmento de
aproximadamente 800 pb. Dicho fragmento se utilizé como sonda para realizar una
btusqueda por hibridacién de una biblioteca ordenada de césmidos de DNA gendémico
de 7. cruzi (Hanke y col. 1996) de acuerdo al procedimiento descripto en (Sambrook
y Russell 2001). Como resultado de esta busqueda se aislaron tres césmidos a los
cuales se les determiné el patrén de restriccion con la enzima FEcoRI, dos de los
cuales resultaron idénticos. La digestion de uno de los césmidos positivos con FcoRI
produjo un fragmento de 4000 pb que contenia a las 800 pb del fragmento
amplificado inicialmente por PCR. El mismo se cloné en pBluescript II KS+
(Stratagene, La Jolla, CA) y se secuencié totalmente utilizando el método de Sanger
(Sanger y col. 1977) y el kit T7 Sequenace 2.0 (Amersham Life Science). Para
completar la secuencia del gen se digirié el cosmido positivo con Sacl, obteniéndose
un fragmento de 5000 pb que fue clonado en pBluescript IT KS+ y secuenciado. Como

resultado de la secuenciaciéon de ambos clones se obtuvo la secuencia completa del

gen de GT.

Construcciones para la interrupcion de genes

Para realizar la interrupcion del gen de GT se construyeron dos cassettes con
diferentes marcadores de resistencia: Neomicina fosfotransferasa (Neo) e
Higromicina fosfotransferasa (Hygro) (Figura 1.12). Se cloné el gen Neo en
pBluescript en los sitios Hincll y EcoRI. Luego, se insertdé en el sitio Hincll un

fragmento de 470 pb que corresponden a la regién 5’'UTR (la regién 5’ no codificante)
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del gen de la gliceraldehidofosfato deshidrogenasa de 7. cruzi (GAP). Este fragmento
contiene el splice acceptor site que permite la insercién del miniexén para la
maduracién del mRNA.

Para realizar la recombinacién homoéloga se utilizaron dos fragmentos de la
region codificante del gen de GT, los cuales fueron generados mediante PCR usando
como templado el fragmento de 4000 pb clonado en el sitio AcoRI del vector
pBluescript. Los oligonucleétidos utilizados para estas amplificaciones fueron
5-TAC GGT ACC GTG TTG AGG CGC GAT GC-3" y 5-CCA GCT CGA GCT TGC
ACT GCC GGT GAG G-3” (fragmento correspondiente a las bases 3178 a 3698 en el
gen de GT, fragmento A) y 5"-CTC CTC AGT TTA AGA CGC-3"y 5-ACG GGA TCC
CTC CAA TTC GGT GTC GG-3” (fragmento correspondiente a las bases 4277 a 4959
en el gen de GT, fragmento B) (el subrayado indica sitios de corte de enzimas de
restriccién). El fragmento A se cloné usando los sitios Kpnl/Xhol en direccién 5 de
GAP y el fragmento B se cloné en los sitios Smal/BamHI en direccion 3” de Neo,
generdndose de esta forma la construccién GT-Neo (Figura 1.12). El segundo
cassette que contiene el gen de resistencia a Higromicina B se realizé simplemente
liberando Neo con FcoRI del primer cassette y clonando en su lugar el gen Hygro con

extremos romos, generando el cassette GT-Hygro (Figura 1.12).
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pBluescript

Hincll FEcoR1

Pt

Kpnl Xhol
tegt GAP Neo
SHLI BamHI
tegt GAP Neo tegt
FEcoRI

tegt GAP | Hygro tegt

Kpnl Nod

Figura 1.12: Representacién esquematica de las construcciones realizadas para obtener los mutantes
nulos en GT. El gen que confiere resistencia a G418 (Neo) se cloné en los sitios Hincll y EcoRI de
pBluescript KS. En direccién 5" de Neo, en el sitio Hincll, se cloné un fragmento (GAP), que contiene
la regién 5’ no codificante del gen que codifica la gliceraldehidofosfato deshidrogenasa de 7. cruzi.
Luego en direccién 5’ de GAP se agregé el fragmento correspondiente a las bases 3178 a 3698 del gen
de GT, utilizando los sitios de restriccion Kpnl y Xhol. En direccién 3’ de Neo se cloné el fragmento
correspondiente a las bases 4277 a 4959 del gen de GT, utilizando los sitios de restriccién Smal y
BamHI. Esta construccién recibi6é el nombre GT-Neo. La construccién GT-Hygro se realizé liberando
Neo de GT-Neo con la enzima FEcoRl y reemplaziandolo por el gen que confiere resistencia a
Higromicina B (Hygro). Ambas construcciones se linearizaron utilizando los sitios Kpnl y Nod.

Preparacion de DNA genémico

El DNA genémico de 7. cruzi se prepar6é como ya fue descrito (Borst y col.
1980). Se resuspendié 1 g de parasitos en 10 ml de 10 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA,
100 mM NaCl, pH 7,6. La suspensién se llevé a 1% (p/v) de SDS y se mezclé
suavemente por inversién. A continuacién, se adicioné proteinasa K (Gibco) hasta
100 pg/ml y se incub6 a 50 °C durante toda la noche. Al finalizar la incubacién, se
agregé un volumen de fenol (equilibrado en 50 mM Tris-HCl pH 8,0) y se agité el
tubo por inversion. Se centrifugé durante 5 min a 11953 x g y se tomd el
sobrenadante evitando la interfase. La extraccion se repitié una vez. Luego se
realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25/24/1, viv),

recuperando el sobrenadante. Finalmente se realiz6 una tercera extraccién con
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cloroformo:alcohol isoamilico (24/1, v/v). Al sobrenadante se le agregaron 2,5
volumenes de etanol absoluto y se tom6 el DNA con una varilla de vidrio que
posteriormente fue sumergida en etanol 70%. El DNA se sec6 y se resuspendi6 en 5
ml de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, (Sambrook y Russell 2001)).
A la solucién resultante se le agregé RNasa A (20 pg/ml final) y se incubé durante
1,5 h a 37 °C. Después se llevé a 0,5% p/v en SDS, se agreg proteinasa K (50 ug/ml
final) y se incub6 a 50 °C durante 2 h. Se hizo luego una extraccién con un volumen
de fenol:cloroformo (1/1, v/v). Se centrifugé a 17212 x g durante 5 min y la fase
superior se llevé a una concentracion de 300 mM de acetato de sodio pH 5,0 y se
agregaron 2,5 volumenes de etanol absoluto frio para precipitar el DNA. Se
centrifugé a 12000 rpm durante 30 min y el precipitado se resuspendié en un
volumen adecuado de agua. Se realizaron diluciones y se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa junto con un marcador de peso molecular de

concentracion conocida para estimar la concentracion de DNA.

Southern blot

El1 DNA purificado se digiri6 en forma completa con las enzimas de restriccién
que se indican en cada caso y los fragmentos resultantes se separaron por
electroforesis en geles de agarosa 1% en TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH
8) a 80 V durante 3 h. E1 DNA se desnaturalizé con NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M y se
transfiri6 a una membrana de nylon de acuerdo a las técnicas convencionales de
transferencia por capilaridad, se unié covalentemente a la membrana utilizando
radiacién ultravioleta (UV Crosslinker, Stratagene) y se prehibridé por 3 h a 42 °C
con 100 mM citrato de sodio, 750 mM NaCl, 0,1% Ficoll 400, 0,1%
polivinilpirrolidona, 0,1% albimina bovina (Sigma, Fraccién V), 1% SDS, 50%
formamida y 100 ug/ml DNA de esperma de salmén, previamente desnaturalizado a
100 °C durante 15 min. Las hibridaciones se realizaron durante 18 h a 42 °C con las
sondas indicadas en cada caso. Los lavados se realizaron a 65 °C durante 2 h con
0,15% SDS, 15 mM NaCl, 2 mM citrato de sodio, pH 7. Una vez seca la membrana se

expuso sobre peliculas radiograficas con pantalla intensificadora a -70 °C.
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Sondas

Las sondas utilizadas se prepararon por PCR, se purificaron las bandas de

DNA correspondientes del gel de agarosa y se marcaron con [y32P]dCTP por el

método de “random priming” usando el ki¢ Prime-a-gene®Labeling System
(Promega). La sonda correspondiente a la regién 5 del gen de GT (Sonda A) se
extiende desde la base 34 a la 580 y la correspondiente a la regién 3’ (Sonda B) desde

la base 4277 a la 4805.

Fraccionamiento subcelular

Se sigui6 el protocolo descrito por (Bontempi y col. 1989). Epimastigotes de 7!
cruzi (1 g de peso himedo) se lavaron con buffer 25 mM Tris-HCl, 320 mM sacarosa,
1 mM EDTA, 4 mM KCl, pH 7,6 (buffer A) conteniendo inhibidores de proteasas (100
uM fransepoxisuccinil-1-leucilamido(4-guanidino)butano (E-64 de Sigma; este
compuesto inhibe irreversiblemente la actividad proteinasa de la CZ) y 1 mM PMSF)
y se centrifugaron a 5857 x g por 10 min. El precipitado se mezclé con carburo de
silicio (1,5 g de carburo de silicio/1 g de epimastigotes) y se homogeneiz6 suavemente
con mortero en frio durante 3 min. Se resuspendi6 en buffer A en un volumen final
de 10 ml y se centrifugé a 500 g por 3 min, conservando el sobrenadante. El
precipitado se lavd 3 veces con buffer A y se centrifugd de la misma manera. Se
reunieron todos los sobrenadantes y se sometieron a centrifugacion diferencial a
1100 g por 10 min, 5000 g por 10 min, 14500 g por 10 min y 105000 g por 1 h,
obteniéndose las correspondientes fracciones: nuclear (N), granulos grandes (LG),
granulos pequefios (SG), microsomal (M) y fraccién soluble (S), respectivamente. M y

S se conservaron para su posterior analisis.

Marcacion por pulso y caza de células de T. cruzi
Se siguié el protocolo descripto en (Labriola y col. 1995; Labriola y col. 1999).

Se cosecharon 2 g de células en fase exponencial de crecimiento (4 x 107 células/ml) y
se lavaron dos veces con medio DME/F-12 Base (14,2 mg/ml, medio libre de Met,
Gln, Leu, Lys, Sigma) suplementado con 365 mg/l de Gln, 59,05 mg/l de Leu, 91,25
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mg/l de Lys, 61,2 mg/l MgCls, 154,5 mg/l CaCly y 1,2 g/l de NaHCOs. Los parasitos se
resuspendieron en 8 ml del medio antes mencionado y se dividieron en mitades. DNJ
(Sigma) se agregb a una de ellas a una concentracién final de 6 mM. Ambas mitades
se incubaron por 20 min a 28 °C.

Para los experimentos de inmunoprecipitacién se agregé [35S]Met y [35S]Cys (1
mCi; >1000 Ci/mmol; EasyTag protein labeling mix, New England Nuclear) a ambas
mitades y se incubaron por 2 min a 28 °C. Las suspensiones se centrifugaron a baja
velocidad y los precipitados se resuspendieron en 4 ml del medio de cultivo habitual
de 7' cruzi suplementado con 3 mM Met y 3 mM Cys. DNJ (6 mM) se agregd al
medio de los parasitos previamente tratados con esta droga. Alicuotas de 400 pl se
retiraron después de los tiempos de incubacién a 28 °C indicados en cada figura. Las
suspensiones se centrifugaron y los precipitados se lisaron con 350 ul de buffer 50
mM HEPES, 200 mM NaCl, pH 7,5, con el agregado de Nonidet P-40 (NP-40) (a la
concentracién indicada en cada caso), 300 mM iodoacetamida, 1 mM PMSF y 100
uM  E-64. Después de 1 h a 0 °C, los lisados celulares se preaclararon por
centrifugacién. Estos sobrenadantes se sometieron a inmunoprecipitacion.

Para estudiar la llegada de la CZ a los lisosomas se agregd [33S]Met y [35S]Cys
(1 mCi; >1000 Ci/mmol; EasyTag protein labeling mix, New England Nuclear) a
ambas mitades y se incubaron a 28 °C durante 15 min. Las suspensiones se
sometieron de centrifugaciones a baja velocidad y los precipitados se resuspendieron
en 4 ml del medio de cultivo habitual de 7. cruzi suplementado con 3 mM Met y 3
mM Cys. DNJ (6 mM) se agregé al medio de los parasitos previamente tratados con
esta droga. Alicuotas de 400 pl se retiraron después de los tiempos de incubacién a
28 °C indicados en cada figura. Las suspensiones se centrifugaron y los precipitados

se congelaron por 48 h para que ocurra la ruptura de los parasitos.

Purificacion de cruzipaina lisosomal

La CZ se purificé de acuerdo al procedimiento descrito por (Labriola y col.
1993). Brevemente, los parasitos rotos por congelado y descongelado se
resuspendieron en 0,5 ml de buffer 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 2 mM CaCls, 2
mM MgCls, 2 mM MnCl., pH 7,6 y se centrifugaron a 15000 g durante 10 min. El
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material soluble se sembr6 en columnas de concanavalina A-Sepharosa (Sigma) y
estas se eluyeron con 800 mM a-metilmanésido (Sigma). Los eluatos se desalaron
usando columnas NAP-10 pre-empacadas, se concentraron en SpeedVac y se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS en condiciones

desnaturalizantes (Laemmli 1970). Posteriormente se revelé por autorradiografia.

Inmunoprecipitaciones

Los sobrenadantes de la lisis (200 ul) se incubaron con suero antiCRT diluido
1:20 durante 2 h a 4°C bajo agitacién. Se agregé Proteina A-Sepharosa (40 pl,
Sigma) y se siguié incubando durante toda la noche. La resina se lavé una vez con 1
ml del correspondiente buffer de lisis, se resuspendieron en buffer de ruptura (50
mM TrissHCI, 10 % glicerol, 10 mM DTT, azul de bromofenol, pH 6,8) y se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS en condiciones

desnaturalizantes. Posteriormente se reveld por autorradiografia.

Electrotransferencia de proteinas a nitrocelulosa

Una vez finalizada la corrida electroforética los minigeles de poliacrilamida
con SDS se equilibraron durante 10 min en buffer Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%, pH 8,3 y el mismo buffer se utiliz6 para la electrotransferencia de las
proteinas a los filtros de nitrocelulosa. Luego de la electrotransferencia (1 h a 90

mA) los filtros se retiraron y se dejaron secar al aire (Burnette 1981).

Obtencion de anticuerpos

Los anticuerpos especificos contra CRT de 7. cruzi se obtuvieron mediante la
inmunizaciéon de conejos con la proteina recombinante purificada que se produjo
como se describié en (Labriola y col. 1999). Los animales se inmunizaron por via
subcutanea mediante la aplicacion cada 15 dias de un total de cuatro dosis de
aproximadamente 100 pg de la proteina disuelta en 1 ml de PBS (buffer 100 mM
NasPOy, 150 mM NaCl pH 7,2). La proteina se administré emulsionada 1:1 v/v con
adyuvante de Freund completo (Gibco) para la primera inoculacién e incompleto

para las restantes. Posteriormente, se realizé una sangria exploratoria y cuando el
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suero obtenido poseia un buen titulo de anticuerpos se sangré los conejos a blanco.
El suero fue separado del paquete globular por centrifugacién a 358 x g durante 10
min.

El suero de conejo antiBiP de 7' brucer fue gentilmente cedido por el Dr. J.

Bangs (University of Wisconsin-Madison Medical School)

Revelado de filtros de nitrocelulosa con sueros

Los filtros de nitrocelulosa conteniendo las proteinas electrotransferidas se
bloquearon durante 1 h con solucién A (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6,
suplementada con 3% leche descremada en polvo). Posteriormente se incubaron 1 h
con el suero en solucién A en la dilucién apropiada (1:1000, v/v). Se realizaron tres
lavados de 10 min cada uno con TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6) o
TBST (TBS + 0,05% Tween20). Luego se incub6 1 h con anticuerpo anti-IgG de
conejo producido en cabra (diluido 1:30000 en solucién A, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante), que tiene acoplada la enzima peroxidasa de rabano
(Sigma). Se realizaron otros tres lavados y los filtros se revelaron con un sustrato

quimioluminiscente del ECL (Pierce).

Cinéticas con cicloheximida de células de T. cruzi

Para estudiar la interaccién entre BIP y CZ se agregé a 2 g (peso himedo) de
epimastigotes de 7. cruzi en fase exponencial de crecimiento cicloheximida a una
concentracion final de 1 mM. Se incubd a 28 °C y se retiraron alicuotas después de
los tiempos indicados. Las células se separaron por centrifugacién a baja velocidad y
se lisaron con 350 ul de buffer 50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 0,5% NP-40, 300 mM
iodoacetamida, 1 mM PMSF, 100 uM E-64, pH 7,5. Después de 1 h a 0 °C, los lisados
celulares se pre-aclararon por centrifugacién. Estos sobrenadantes se sometieron a
Inmunoprecipitacion con una diluciéon 1:50 de suero policlonal antiCZ a 4 °C durante
toda la noche. Los inmunocomplejos se aislaron con proteina A-Sepharosa, se
sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y se transfirieron

a nitrocelulosa. LLas membranas se revelaron con un suero antiBiP de 7' brucei.
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Deteccion y cuantificacion de proteinas

Las concentraciones de proteinas en solucién se determinaron por el método

de Bradford (Bradford 1976), utilizando seroalbimina bovina como estandar.
Ensayos enzimadticos

Medida de actividad de glucosiltransferasa in vitro

La medida de actividad de GT in vitro se describié en (Trombetta y col. 1989).
En un volumen de reaccion de 50 ul se incubaron 10 mM buffer imidazol, 20 mM
CaCly, pH 7,0, 2 uM UDP-[14C]Glc (285 Ci/mol), 200 ng tiroglobulina bovina
desnaturalizada, 5mM DNJ y la fraccién a ensayar. Cuando se usaron membranas
no permeabilizadas como fuente de enzima, se incluyé 0,5 % Lubrol en la mezcla de
reaccion. Se incub¢ a 37 °C durante 30 min y se detuvo la reacciéon con 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) 10%. Luego de centrifugar la mezcla resultante a 3000 g
durante 5 min, el precipitado proteico se lavd 2 veces con 1 ml de TCA 10%. El
precipitado del ultimo lavado se disolvié en 0,5 ml de una mezcla solubilizadora
comercial (Hyamine®) compatible con la solucién centelleadora
(tolueno/PPO/POPOP). Luego se agregé 3 ml de solucién centelleadora y se midié la
radioactividad por centelleo liquido.

La GT de higado de rata utilizada como control positivo de la reaccion se

obtuvo como se indica en (Trombetta y Parodi 1992).

Medida de actividad de glucosiltransferasa in vivo

La medida de GT in vivo se realizé segin (Labriola y col. 1995). Brevemente,
se cosecharon epimastigotes de 7. cruzi en fase exponencial de crecimiento y se
lavaron tres veces con el medio de marcaciéon que contenia 40 mM NaHCOs, 10 mM
KCl, 10 mM MgClz, 10 mM CaClg, 85 mM NaCl, 5 mM piruvato de sodio, 2 mM
glutamina, vitaminas y aminoacidos. Las células se resuspendieron en 2 a 4 veces su
volumen en el mismo medio y se agregé 5 mM DNJ. Luego, se incubaron durante 30
min a 28 °C y se agregé 500 mM [14C]Glc (300 mCi/mol, New England Nuclear). Al

cabo de otros 30 min se adicion6 100 mM Glc y las células se incubaron 30 min mas.
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Posteriormente se extrajeron las proteinas con cloroformo:metanol:H20 (3/2/1, v/v) y
una vez lavadas se digirieron durante 4 dias con 10 mg de proteasa de S. griseus
(Sigma) en 100 mM Tris-HC1 pH 8, 2 mM CaCls en atmésfera de tolueno a 37 °C.
Los glicanos se liberaron de los glicopéptidos por tratamiento con endo-B-N-
acetilglucosamidasa H (EndoH) y se separaron por cromatografia en papel Whatman
1 con 1-propanol:nitrometano:agua (5/2/4, v/v, solvente A). Luego, se extrajeron y se
sometieron a una hidrélisis acida y los monosacaridos resultantes se separaron por
cromatografia en papel con 1-butanol:piridina‘agua (10/3/3, v/v, solvente B).

Los estandares radioactivos [“C]G3M9N, [14C]G2M9N, [“C]GIMON vy
[14CIM9N se obtuvieron por incubacién de crestas de oviducto de gallina ponedora

con [14C]Glc como se describié previamente (Parodi y col. 1981).

Medida de actividad de oligosacariltransferasa

El ensayo se realizé segin (Bosch y col. 1988), usando como aceptor el péptido
sintético Tyr-Asn-Leu-Thr-Ser-Val y como dador dolicol pirofosfato glicano, este
ultimo marcado con [1*C]Glu como fue descripto en (Parodi y col. 1973). Se incubaron
durante 30 min a 20 °C en un volumen final de 50 ul de buffer 50 mM Tris-maleato,
pH 7,6, 10 mM MnClz, 0,6 % (v/v) Triton X-100, 2 mM hexapéptido, 15000 cpm de
dador y la muestra a ensayar. Luego se agreg6 1 ml de la mezcla cloroformo:metanol
(3/2, v/v), 0,1 ml de agua y 100 pg de albimina, que se usa de proteina portadora, se
separ6 la fase superior y se lavé la inferior con 0,3 ml de cloroformo:metanol:agua
(1/16/16, v/v). La fase superior se junté con la anterior y se concentré para poder
sembrarse en papel y realizar una electroforesis en 5% de acido férmico,
desarrollada durante 2 h a 25 V/em. Una vez finalizada, se secé el papel, se cortaron
fragmentos de 1 cm de ancho y se cont6 la radiactividad asociada a cada uno. En el
caso de que el glicano se hubiere transferido al péptido, se observa que migra unos

10 cm desde el punto de siembra.

Medida de actividad de glucosidasa Il

Este ensayo se describié (Trombetta y col. 1996) y utiliza como sustrato

sintético el p-nitro-fenil-a-D-glucopirandsido que al hidrolizarse genera un producto
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que presenta una elevada absorbancia de luz a 405 nm en medio basico. La mezcla
de reaccién contiene buffer 20 mM HEPES, pH 7,5, 0,1% Triton X-100, 20 mg
sustrato y la muestra a ensayar en un volumen total de 50 ul y se incuba a 37 °C por
30 min. La reaccién se detiene con el agregado de 65 ul de 1,56 M Tris y SDS 2%
(p/v).

Medida de actividad de cruzipaina

La determinacién de la actividad de CZ esta descripta en (Cazzulo y col. 1990)
y consiste en medir la velocidad a la que se libera p-nitroanilida a partir del sustrato
sintético Benzoil-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilida (BzProPheArg-pNA). La reaccién se
lleva a cabo en un volumen final de 1 ml de una solucién conteniendo 100 mM Tris-
acetato, pH 8,0, 10 uM B-mercaptoetanol, 150 uM sustrato y mezcla a ensayar. La
actividad se siguié por aumento de absorbancia a 410 nm a lo largo del tiempo a

temperatura ambiente.

Medida de actividad de manosidasa

Este ensayo se realizé segin (Li y Lee 1972) usando el sustrato sintético p-
nitro-fenil-o-D-manopiranésido. La reaccién se lleva a cabo en un volumen final de
0,5 ml de una soluciéon conteniendo 2 mM sustrato, 250 mM buffer acetato de sodio,
pH 4,0 y mezcla a ensayar. Se incub6 1 h a 37 °C. Se agregaron 4 volimenes de
buffer glicina-NaOH 400 mM pH 10,8. Se centrifugd a 1500 x g durante 20 min y la

absorbancia del sobrenadante se ley6 a 430 nm.

Medida de actividad de piruvato quinasa (PK)

La actividad de piruvato quinasa se determiné en un volumen final de
reacciéon de 1 ml conteniendo 100 mM de buffer Tris-acetato pH 6,8, 30 uM MgCls,
90 uM KCI1, 1 uM ADP, 0,3 uM NADH, 1 uM fosfoenolpiruvato, 100 U lactato
deshidrogenasa y la muestra a ensayar y se siguié el aumento de la absorbancia a

340 nm a lo largo del tiempo (Cazzulo y col. 1989).



Resultados
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Clonado y secuenciacion del gen que codifica para la GT de T. cruzi y

localizacion subcelular de la enzima

En trabajos previos se pudo comprobar que el sistema de control de calidad de
plegamiento de glicoproteinas es funcional en 7. cruzi. Este parasito posee los tres
componentes que constituyen este sistema, a saber, la lectina CRT y las enzimas GT
y GII. El motivo que convierte a este protozoario en un modelo ideal para estudiar el
sistema de QC es que el glicano que se transfiere a las glicoproteinas nacientes no
posee ningun residuo de glucosa, por lo cual la aparicion de MN-glicanos
monoglucosilados se debe exclusivamente a la accion de la GT.

Dado que en el laboratorio se habia secuenciado el gen que codifica para CRT
y que este parasito no posee CNX, se intenté mediante diversas estrategias suprimir
la expresion de este componente, de forma de tornar inoperante a todo el sistema de
control de calidad y poder asi evaluar su relevancia. Sin embargo, los diversos
intentos llevados a cabo para obtener parasitos que no expresasen CRT fueron
infructuosos. El empleo de RNA antisentido no fue efectivo porque, segtun se reportd
posteriormente, el silenciamiento de la expresion de un gen por medio de RNA
interferencia, a diferencia de lo que ocurre en 7. brucer, no es funcional en 7. cruzi.
Se intento, entonces, eliminar el gen de CRT pero solamente se obtuvieron parasitos
con uno de los alelos y todos los ensayos por eliminarlo resultaron en la muerte de la
poblacion, indicando que CRT podria tratarse de un gen esencial para la viabilidad
de estas células. Vale la pena mencionar que tampoco pudieron obtenerse mutantes
nulos en CNX en S. pombe, levadura que sdlo posee esta lectina especifica para
N-glicanos monoglucosilados (Jannatipour y Rokeach 1995), lo que llevé a pensar
que ambas proteinas podrian tener roles adicionales ademas del facilitamiento del
plegamiento (como se discutird en mas detalle en la segunda parte de este trabajo de
tesis). Se decidié entonces abolir el sistema de QC de plegamiento de glicoproteinas
eliminando la GT, una aproximaciéon que desde el punto de vista del QC deberia dar
un resultado equivalente al de anular la CRT pues, como fue ya mencionado, GT es
la Unica via en 7. cruzi que permite que las glicoproteinas interaccionen con la

lectina.
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Puesto que al momento de comenzar este proyecto el genoma completo de 7.
cruzi aun no se conocia, el primer paso para eliminar el gen de la GT fue la
secuenciacion completa de dicho gen.

Una busqueda en la base de datos del proyecto genoma de 7. cruzi que estaba
recién en sus inicios produjo como resultado un EST cuya secuencia de cDNA
presentaba homologia con el extremo C-terminal de las GTs ya secuenciadas de
otras especies. Dada la alta conservacién de secuencia que presentan las GTs de
diversas especies en esta regién del gen y la relativamente pobre conservacién que
presentan en el resto, era esperable que la detecciéon por homologia de algiin posible
gen de GT en 7. cruzi hubiera sido justamente a partir de esta zona. El nimero de
acceso de este EST es TENS 2248. A partir de la secuencia del EST, se disenaron
oligonucleétidos exactos, los cuales se emplearon en reacciones de PCR para
amplificar desde DNA gendémico del clon CL Brener de 7’ cruzi un fragmento de
aproximadamente 800 pb. Con el objetivo de aislar la secuencia completa del gen,
este fragmento se utilizé como sonda en una busqueda por hibridacion de un banco
de césmidos con insertos de aproximadamente 50 kb de DNA genémico de 7. cruzi.
Este procedimiento condujo a la identificacion y aislamiento de tres clones positivos,
dos de los cuales resultaron iguales por andlisis con enzimas de restriccién (Figura
1.13). La digestién con EcoRI de uno de estos césmidos y anélisis por Southern blot
mostré una banda de aproximadamente 4000 pb que contenia el fragmento de 800
pb amplificado inicialmente por PCR. El fragmento mas grande se subclond en
pBluescript II KS+ y se secuencié completamente. Como el extremo 5" de este
fragmento carecia de codén inicial, se clon6 otro fragmento de aproximadamente
5000 pb, que se obtuvo por digestion del césmido con Sacl y se identificé con una
sonda generada a partir de la secuencia obtenida con anterioridad. Finalmente se
obtuvo un marco abierto de lectura de 5007 pb. Del otro cosmido se secuenciaron
aproximadamente 2000 pb y resultaron idénticas a las correspondientes 2000 pb del

primer céosmido. Este gen se denominé tcgt y recibié el nimero de acceso AJ555866

del EMBL.
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cOsmido 1 cosmido 2

Figura 1.13: Diferencias entre los césmidos
obtenidos a partir de la bisqueda en la biblioteca.
Patrén de restriccidn con las enzimas FEcoRI
(calles 2 y 4) y Sacl (calles 3 y 5) de los dos
césmidos diferentes que se seleccionaron por unir
la sonda de 800 pb.

Como en la mayoria de los genes de tripanosomatidos, fcgt no posee intrones.
Su traduccidon tedrica genera una proteina de 1657 aminoacidos, al menos 100
aminoacidos mayor que su homoélogo de levadura, mosca, gusanos o mamiferos. La
enzima del parasito de 188 kDa posee todos los aminoacidos que se conoce son
necesarios para la actividad de GTs de otras fuentes: C1518, C1607, C1611, C1625,
D1488, D1490, D1584, D1586, Q1585, N1589 y L.1587 (Figura 1.14).



Parte 1 — Resultados —79

MELGPRDCSKSMNQPHHRPRNIAYCTDWGRGRGRFAATLTLLLLWSVSLILLEAPTVEGKGVHVTLLA
PWTETPLLQEGCEMVAARGAHFVGFYQCMQDVWKRVQAMNSSGGAAKL TQKSQYDILLDMMEQ
ANWPPTQVKLAKMKFAARLY SPVIEAHWQLARKAKQLIDGCSTEGGPFVLTAGKVICSEDLLEETLS
APAPVNETQDSHEDEAFSLFAELDQMHPNAKGSRVVILYGVVGEEQTMQLLQVVERHLHAVRLAFR
HLPISGRMWEHPLHVQGY AVTVDLKNVEYKVIDEKDKNDAG TDANDANTVEETESIGSVEGFNLTLL
TQRYPQLKPQLNTFASHLVDMIDRDEVKVDFQMWETQYMGIAAAQYVMDAENEKRLNVLMNLLT
KFPLHASKLSKMGATVRAKMNKKMHEELMEFASVVRSGTSPVFLNGRNLAVEKLNLFSLLQKLDEEE
QLLEGVQRVFTSYRLPSVNDDGFLSAKTDALHQAMESFRRSVHRYIASNGLEDGESVPRIWLPQRSV
LWLNNIQRDVNYIYMPAALEAILHVNINGVPVIPRKNLIHAVCVVDPTTVAGLQNIFTILKLEESKQP
VRFGIVFADNKWSPELSVFTRGNDFITDTSLSGVTVIIAATVWELLKGEEHPQDVLEFLSEVVQARS
TRGNLEEDEIKIISTNILTLAGKTTLDONILTDASFVEYYQD TQMKIREMKLDASPFTLLNGKMFQGEN
MLHALRQNFMEELHYVRGLVQSDALTERDDGDFYESILRLSGARERYNEAFYSEKFYADWTSKPVLD
FLLHRPFLLPKIRSKKTPLVSSVLTIQSPMGEAALNALVKTIRNLLQCEDETQKCVNVRFTYVVCDVAK
ESKRRTMAGDLERLIVRRKGGDDEKQHVQWVYDFLQKIAAQNNTRQLMDPDLYEELVAEVNFSPEV
KKLLDASDEGLDAQLQLQRGIVNGFCAQLEVDSLSTSSLSANAAAAGREKGKEEGAVYYYVNGRRFV
YDESFLEDDFRTAEEMEMLLAGAVSEALSKVEFTTMSSELEPSDLESHFYASKVAALSEVLRRDAARG
SPMQEENHLPSTSGLTSFVVKPANGD TVPRHTLTVVIDPVAQQSQFLISLEDYVTRSPLGVSCTVHM
GATEHASKLMRNFYQFVSEMELRFDAVGGVVPPAAVFHRLPSKHLLTLGIEEPESWTVFSLDAKYDLD
NILLDKLPSSSQYLHAVYRINSILLTGSARDAEQPNPSRGLPLLIRSTKTNPEAGVTRDTLVMAIMGYF
QLQSSPEVWYLTVQPGDIAKIFYISQVDEIPVNDGANKNHHGRFNY TAGQNIPVVVSSFTGKFLML
GVSKTPGHEEVSIEDVNEASALHVDWPPKGPIKSKPDRPTLNIFSVASGHLYERFLRMMIHSVMRTSF
DVHGANTTRIKFWLIENFLSPQFKTLVPLLAKHYGFDVGFVTYRWPWWLHKQTEKQRTIWAYKVLF
LDVLFPLDVDRVIFVDADQTVLADLHELYNMDIGNAPTAY TPFCRKHPNPA TKNFRFWDHGY WLEHL
HGKPYHISATYLVDLRRLRAIAGGDKYRLVY SRLSSDPNSLANLDQDLPNFIQDQVPIYSLPEEWLWC
ETWCGAESKARAKTIDLCNNPLTKMPKLDNARLIIPGWEE TD TELEALSEKLLQQQKQQMS*

Figura 1.14: Secuencia de aminoacidos de la GT de 7. cruzi. Se destacan en rojo los aminoacidos
necesarios para la actividad de las GTs de otras fuentes que estan conservados en la de 7. cruzi,
subrayado el potencial péptido sefial y en verde los aminoacidos del extremo C-terminal que no
conforman una sefial de retencién en el RE conocida.

Todas las GT's estan formadas por al menos dos dominios: el dominio amino-
terminal, que abarca el 80% de la molécula y no tiene homologia con otras proteinas
conocidas, se necesita para el correcto plegado de la porcién carboxi-terminal y se ha
propuesto que esta involucrado en el reconocimiento de las conformaciones no
nativas de los sustratos; y el dominio carboxi-terminal o dominio catalitico que une
[B-32P]5N3sUDP-Glc y muestra un tamafio similar y una homologia significativa con
miembros de la familia 8 de glicosiltransferasas (Tessier y col. 2000; Guerin y Parodi
2003). Todos los dominios C-terminales de las GTs de distintas especies son muy

similares (50-80%), siendo mucho menor la similitud entre los dominios N-
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terminales (Tabla 1.1). Llamativamente, el dominio N-terminal de la GT de 7. cruzi
resulté ser més semejante al de mamiferos (32,5% de similitud) que el de S. pombe
(21,8%), a pesar que este tltimo es mucho m4s cercano en términos evolutivos a los

organismos multicelulares que el protozoario parasito.

Tabla 1.1: Porcentaje de similitud entre los dominios C- y N-terminales de GT= P

Especie T. cruzi S. pombe D.melanogaster R. norvegicus H. sapiens

T cruzi _ 55,5 — 26,5 53,8 32,1 56,6 — 32,5 56.4 — 25,3
S. pombe 62,0 - 18,3 65,2 - 21,8 64,0-19,0
D.melanogaster 74,1 - 35,1 75,56 - 31,6
R. norvegicus 82,5 47,6

aLLos valores subrayados corresponden a la similitud entre los dominios C-terminales.
bLos indices de similitud se obtuvieron por alineamiento apareado usando el método de Lippman-
Pearson (programas Aling y DNAstar)

A diferencia de otras GTs, la enzima de 7. cruzi no presenta en su extremo C-
terminal una senal de retenciéon en el RE caracteristica como es PDEL en S. pombe o
(K/H)DEL en mamiferos. Como la proteina contiene una regién transmembrana que
se corresponde con un péptido sefial interno (aminoacidos 35 a 52) existia la
posibilidad de que se tratase de una proteina de membrana de tipo II. Entonces para
determinar su status soluble o unido a membrana del RE, se prepararon fracciones
microsomales en medio isoténico que se trataron con concentraciones crecientes de
Triton X-100. La actividad de GT se detect6 en los sobrenadantes de
centrifugaciones a 100000 x g de las muestras tratadas con 0,05 % de Tritéon X-100
(Figura 1.15). En contraste, la actividad de la OT, una enzima de la membrana del
RE, no se pudo detectar en dichos sobrenadantes pero si en los precipitados. Por otra
parte, el perfil de liberacién de GT de los microsomas acompana al de GII, una
enzima soluble del RE. Estas observaciones demuestran que la GT se encuentra
soluble en el RE, pero el mecanismo mediante el cual es retenida en el lumen del RE

es desconocido.
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Figura 1.15' La GT de 7. cruzi es una enzima soluble del lumen del RE. Medida de las actividades
enzimaticas de UDP-Glc:glicoproteina glucosiltransferasa (GT), Glucosidasa II (GID y
oligosacariltransferasa (OT). Se prepararon microsomas de epimastigotes salvajes de 7. cruzi y se
trataron con las concentraciones indicadas de Triton X-100. Las actividades enzimaticas se
determinaron en el extracto total y en los sobrenadantes y precipitados de centrigugaciones a 100 000
x g durante 60 min. Las actividades de los extractos totales se consideraron 100%.

Generacion de mutantes de T. cruzi nulos en GT

Como un paso previo a la disrupcién del gen de GT fue necesario determinar
el nimero de copias presente en el genoma completo de 7. cruzi, pues este
organismo se caracteriza por tener numerosas copias de varios genes, las cuales
pueden llegar al orden de los cientos, un escenario que de ocurrir para el caso de la
GT tornaria practicamente imposible la generacion de mutantes nulos. Con este
objetivo, se digiri6 DNA genémico de 7. cruzi con tres enzimas de restriccion: Xhol,
que no corta la secuencia del gen, y M/ul y BamHI que si la cortan. Los fragmentos
que se generaron se analizaron por Southern blot usando dos sondas que se unen a
las bases 34 a 580 (sonda A) y 4277 a 4805 (sonda B) y como se muestra en la figura
1.16 se obtuvo un patréon de bandas consistente con el hecho que el gen de GT es de
copia unica. Esta conclusion se ve reforzada por el hecho de haber detectado sélo 3
césmidos positivos en una biblioteca que contiene el genoma de 7. cruzi representado
25 veces, lo que ya sugeria que este gen no se encontraba en multiples copias.
Ademas, un segundo Southern blot, ahora de una digestion parcial con BamHI de
DNA genoémico, no evidencié una distribucién regular de bandas de tamano creciente

tipica de los genes organizados en tandems en el genoma de 7. cruzi (Figura 1.17).
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Figura 1.16: Caracterizacion del nimero de copias de #cgty de los parasitos gt/gt. A, Diagrama del
tegt salvaje y de los alelos generados luego de su interrupcién con los genes que confieren resistencia
a G418 (Neo) e Higromicina (Hygro), donde se indican los sitios de corte de las enzimas de restriccién
utilizadas en el analisis y las regiones codificantes empleadas como sondas. E1 DNA gendémico de las
células salvajes (B), gt*/gt (O y de las gt/gt (D) se digirié con Xhol (calles 1y 4), BamHI (calles 2 y
5) y Mlul (calles 3 y 6) y se sometié a andlisis por Southern blot con las sondas indicadas més arriba.
Para mas detalles, véase Materiales y Métodos.
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Una vez establecido que sbélo existia una copia del gen fcgt por genoma
haploide, se realiz6 la disrupciéon de un primer alelo por la introduccién de la
construcciéon GT-Neo mediante electroporacién de la forma epimastigote de 7. cruzi
(ver Materiales y Métodos), eligiéndose como blancos para la recombinacién
homologa a dos fragmentos que se extienden entre las bases 3178 a 3698 y 4277 a
4959 de la region codificante de tcgt. La expresion del gen que codifica la neomicina
fosfotransferasa (Neo) permitié generar parasitos heterocigotas resistentes a la
droga G418. Estos parasitos se clonaron y se comprobdé la disrupciéon del gen
analizando por Southern blot el patrén de los fragmentos de restriccién generados
con mismas las enzimas mencionadas anteriormente (Figura 1.16). Un clon
conteniendo GT-Neo integrado en el Jocus de tcgt se selecciond para realizar la
interrupcién del segundo alelo a través de la introduccién de la construccion GT-
Hygro, obteniéndose como resultado parasitos con ambos alelos anulados,
resistentes a Higromicina B y G418. El analisis de Southern blot del DNA gendémico
de estos parasitos revel6 un patron de bandas consistente con la correcta integracion
de las construcciones en el Jocus de tcgt (Figura 1.16). Asimismo, el andlisis por PCR
con oligonucledtidos que se aparean con las bases 3555 a 3571 y 4804 a 4821 del gen

de GT mostr6 que la recombinacién habia ocurrido en el lugar correcto (Figura 1.18).
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Figura 1.18: Caracterizacion de los 7. cruzi mutantes nulos en GT. A4, Diagrama del fcgt salvaje y de
los alelos generados luego de su interrupcién con los genes que confieren resistencia a G418 (Neo) e
Higromicina (Hygro), donde se indican los sitios donde se aparean los oligonucleétidos utilizados en la
PCR y la longitud de los fragmentos que se obtienen. B, Separacién en un gel de agarosa 1% de los
productos de PCR obtenidos con los oligonucleétidos indicados en A y DNA gendémico de 7. cruzi
salvajes (calle 2), heterocigotos (calle 3) y nulos en GT (calle 4) y control negativo (calle 5).

Caracterizacion de los T. cruzi mutantes nulos en GT

La interrupcion del gen de GT se demostré ademas midiendo los niveles de
actividad enzimatica. En un ensayo in vitro, los extractos de células mutantes
fueron incapaces de transferir [1“ClGlc a partir del UDP-[14C]Glc a tiroglobulina
desnaturalizada, mientras que en los extractos de células salvajes asi como también
de la cepa con un solo alelo interrumpido, si se detecté actividad glucosilante (Tabla

1.2).



Parte 1 — Resultados -85

Tabla 1.2: Actividad in vitro de GT de T.cruzi salvaje y nulos en GT?

Enzima Tiroglobulina Cpm
Higado de rata - 45
Higado de rata + 2424
T. cruzi salvaje - 146
T. cruzi salvaje + 798
T. cruzinulos en GT - 44
T. cruzinulos en GT + 42

aGT purificada de higado de rata o microsomas de 7. cruzi se utilizaron como fuente de enzima.

Por otro lado, se realiz6é un ensayo in vivo en presencia de un inhibidor de GII,

DNJ, para estabilizar de esta forma los productos generados por la GT, y se

determiné la composicién de los glicanos unidos a las proteinas de epimastigotes de

T. cruzi luego de ser marcados con [14C]Glc. En el caso de las células salvajes este

procedimiento condujo a la formacién de MN-glicanos glucosilados (G1M9-7N) y no

glucosilados (M9-7N) mientras que de las células mutantes sélo se obtuvieron las

variantes no glucosiladas (Figura 1.19 A y B). En este sentido, una hidrélisis acida

de todos los glicanos obtenidos confirmé la presencia de glucosa unicamente en

aquellos provenientes de las células salvajes (Figura 1.19 Cy D).
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Figura 1.19: Caracterizacién in vivo de los mutantes nulos en GT. Epimastigotes de 7. cruzi salvajes
(4y O y mutantes nulos en GT (By D) sometieron a un pulso y caza con [14C]Glc en presencia de 5
mM DNJ. El total de los glicanos endo-B-MN-acetilglucosaminidasa H sensibles se separaron por
cromatografia en papel con el solvente A (4y B). Los N-glicanos se sometieron a una hidrélisis acida
y se separaron por cromatografia en papel con el solvente B (C'y D). Los niimeros indican la posicién
donde corren los estandares: GiMe, GIM9IN; Mo, MIN; GiMs, GIM8N; Ms, M8N; GiM7, GIM7N; Mo,
M7N; Gle; Man.

Estos resultados confirman que el gen interrumpido efectivamente codificaba

para la GT y que no existe actividad glucosilante residual en los parasitos mutantes.

Evaluacion de la viabilidad, el crecimiento y la capacidad infectiva de los T.

cruzi GT~

Dado que no es factible realizar manipulaciones genéticas en la forma
trypomastigote del parasito, infectiva y no replicativa, la disrupcién del gen de GT se
llev6 a acabo en la forma epimastigote, la cual crece en medio liquido. La generacion
exitosa de los parasitos mutantes nulos indica que la GT no es esencial para la
viabilidad de los epimastigotes. No se observaron diferencias entre las curvas de

crecimiento en BHT de los epimastigotes salvajes (tcgt*?), heterocigotas (¢cgt”’) y
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homocigotas (#cgt”). Tampoco se notaron diferencias morfolégicas ni defectos en la
motilidad entre los distintos grupos de parasitos a juzgar por la observacién con
microscopio éptico.

Sin embargo, la falta de GT y por consiguiente del sistema de control de
calidad de plegamiento de glicoproteinas podria estar alterando la capacidad de las
células de diferenciarse a trypomastigote y posteriormente de invadir las células de
mamiferos, proceso que, como se menciond anteriormente, es mediado por diversas
proteinas que contienen /Nglicanos.

La diferenciacion y capacidad infectiva de los 7’ cruzi mutantes nulos en GT
se exploré mediante dos estrategias experimentales. En la primera de ellas, se
infectaron monocapas de células de mioblasto de rata (L¢E¢) con epimastigotes
salvajes, heterocigotos y homocigotos para GT en fase estacionaria de crecimiento
previamente tratados con suero de cobayo para enriquecerlos en las formas
infectivas. Se utilizaron dos relaciones parasito:célula, 5/1 y 10/1. Luego, las células
se tifieron con Giemsa y se contaron las que estaban infectadas. En la tabla 1.3 se
muestran los promedios de cuatro experimentos, donde se observa que mientras los
heterocigotos mantienen una capacidad infectiva semejante a la de los salvajes, los
homocigotos nulos tienen su capacidad infectiva reducida aproximadamente a la
mitad. En el segundo de los procedimientos se infectaron células Vero con
epimastigotes en fase estacionaria de crecimiento que no habian sufrido ningin
tratamiento particular. En una primera ronda de infeccién se encontraron células
infectadas con parasitos salvajes y heterocigotos pero no con homocigotos nulos, a
juzgar por la observacion directa de células no tenidas. Sin embargo, cuando se
recogieron los sobrenadantes de las células infectadas con las tres lineas de
parasitos y se los utiliz6 para una segunda ronda de infeccidbn se obtuvieron
resultados similares a los que se muestran en la tabla 1.3 Se puede concluir que la
diferenciacién y la capacidad infectiva estan parcialmente afectadas por la falta de

actividad de GT y por ende de la facilitacién del plegamiento mediada por CRT.



Parte 1 — Resultados —88

Tabla 1.3: Efecto de la carencia de GT en la capacidad infectiva de 7. cruz#

Relaciéon

parasito:célula salvaje heterocigoto nulos en GT
5:1 45+ 6 50+5 27+4
10:1 93+8 106 + 11 60 + 2

aLos valores corresponden al promedio del nimero de células infectadas de cuatro experimentos
independientes, cada uno realizado con tres placas que contenian 50 000 células cada una.

Efecto de la ausencia de GT en el contenido de glicoproteinas

Con el objeto de comprender como la privacion del sistema de QC afecta la
capacidad del RE para plegar y exportar proteinas, se estudié la maduracién de uno
de los factores de virulencia mejor conocidos del parasito. La CZ es una proteina
lisosomal que, como ya se menciond, constituye aproximadamente el 5% del total de
las proteinas solubles de la célula. Anteriormente se demostré que mas del 90% de
todas las moléculas de CZ interaccionan con CRT durante el proceso de plegamiento
en una célula salvaje. Sin embargo, el nivel de CZ lisosomal en los mutantes nulos
en GT sélo se vio levemente afectado, produciéndose una disminuciéon del 5 al 20%
segin el momento de la curva de crecimiento en la que se realiz6 la medicién (Figura
1.20). Por otro lado, se observa una disminucién mucho mas pronunciada en los
niveles de actividad de otra glicoproteina lisosomal, la a-manosidasa, mientras que
los niveles de una enzima citosélica, la piruvato quinasa, no se alteran (Figura 1.20).
Estos resultados indican que la interaccién lectina-glicoproteina monoglucosilada
podria no ser absolutamente necesaria para el plegado correcto y que la ausencia de
esta interaccion puede tener efectos diferenciales en la eficiencia de plegado de
diversas glicoproteinas, como se pone de manifiesto al comparar la CZ con la a-
manosidasa, la cual probablemente como consecuencia de su condiciéon de proteina
multimérica (Vandersall-Nairn 1998) vio més afectada su maduracién

conformacional o el ensamblaje de los monémeros.
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Figura 1.20: Contenido de glicoproteinas en los 7. cruzi mutantes nulos en GT. Las células se
cosecharon a las tres densidades que se indican en la figura, se congelaron y descongelaron. Se
resuspendieron en 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6 y se centrifugaron durante 20 min a 13150
x 2. En los sobrenadantes que corresponden a las fracciones citosélicas y lisosomales se ensayéd la
actividad piruvato quinasa (PK), cruzipaina (CZ) y a-manosidasa («-man). Se consideré 100% el valor
obtenido con las células salvajes.

Efecto de la ausencia de GT en la interaccion CRT:glicoproteina

El plegamiento y la oligomerizacién que ocurren en el RE son los pasos
limitantes en el proceso de secrecion proteica en células eucariotas. En este sentido,
previamente se demostré que el agregado de DNJ prolonga la interaccion CRT-CZ y
de esa manera retrasa la llegada de la proteasa a los lisosomas (Labriola y col. 1995;
Labriola y col. 1999). Al contrario de lo que sucede en otras células eucariotas en las
que el agregado de inhibidores de GI y GII provoca la acumulacién de especies tri- y
diglucosiladas que evaden la interaccion con la lectina, en tripanosomatidos los
inhibidores favorecen la persistencia de N-glicanos monoglucosilados.

El retraso en la llegada de CZ a los lisosomas observado previamente en la
cepa Tulahuen 2 salvaje debido al agregado de DNJ se reprodujo en el clon CL
Brener (Figura 1.21 Ay B). Como se esperaba, en las células gt” el agregado de DNJ
no produjo ninguin cambio, confirmando que el efecto producido en las células
salvajes se debia a la formacién de los N-glicanos monoglicosilados (Figura 1.21 Cy
D). La cinética de la llegada de CZ a los lisosomas en los pardsitos nulos en GT fue
similar a la de las células salvajes tratadas con DNdJ. Esta observacion constituyé
una firme indicacién que en los mutantes las moléculas de CZ estaban siendo
retenidas en el RE por un mecanismo alternativo que no involucraba una

interacciéon entre la lectina y el glicano. Para determinar cual pudiese ser el
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mecanismo de retencién se estudiaron dos tipos de interacciones proteina-proteina,

uno que involucra a CRT y otro a Grp78/BiP.
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Figura 1.21: Cinética de la llegada de CZ a los lisosomas. Epimastigotes de 7. cruzi salvajes (AyB y
mutantes nulos en GT (Cy D) se sometieron a un pulso y caza con [35S]Met y [35S]Cys y se aislé la CZ
de los lisosomas. Luego, la proteina se analizé6 por SDS-PAGE y se revelé por autorradiografia. La
intensidad de las bandas se grafic6 en funcién del tiempo y se considerd una intensidad de 100% la
obtenida al cabo de 300 min. El experimento con las células en (By D) se realizé en presencia de 6
mM DNJ.

CRT no interacciona con CZ no glucosilada

Durante mucho tiempo se ha discutido sobre la capacidad de CNX y CRT de
unir glicoproteinas no glucosiladas o incluso proteinas no glicosiladas y se ha
sugerido que una interacciéon débil basada en contactos proteina-proteina podria no
ser detectada dada la relativamente alta concentracién de detergente habitualmente
utilizada en la ruptura de las células previa a los ensayos de inmunoprecipitacion.

Para conocer si la CZ se une a CRT soélo por la presencia de la glucosa agregada por



Parte 1 — Resultados —91

la GT o si existen interacciones adicionales entre ellas se realizaron marcaciones de
parasitos salvajes y gt” por tiempos cortos, seguidas de inmunoprecipitaciones con
suero anticalreticulina en distintas condiciones de lisis, utilizando distintas
concentraciones de detergentes, tratando de minimizar la agregacion proteica pero
de preservar las potenciales interacciones proteina-proteina. Como ya se habia
descripto, el agregado de DNJ a células salvajes marcadas con [35S]Met y [35S]Cys
aumenta la cantidad de CZ que coinmunoprecipita con CRT cuando se agrega suero
anti-CRT a células lisadas con 1% de NP-40. Sin embargo, no se observa que
precipite CZ cuando se usan células nulas en GT, tanto en presencia como en
ausencia de DNJ (Figura 1.22 A4). Tampoco pudo observarse CZ unida a CRT en
condiciones mas suaves de lisis, incluso a concentraciones tan bajas de NP-40 como
0,1% (Figura 1.22 B). Estos resultados también se reprodujeron cuando el ensayo se
realizé empleando distintas concentraciones del detergente digitonina (Figura 1.23).
De esta manera, al menos para el caso particular de la CZ, quedan excluidas las
interacciones de tipo proteina-proteina entre la CRT y su sustrato, por lo que a su
vez se descarta que el mecanismo que pudiese retener a CZ en el RE y provocar el

retraso en su llegada a los lisosomas esté mediado por CRT.

A B anti CRT
anti CRT salvajes GT"
salvajes GT"
DNJ - |+ [- 1 + DNJ - |t e e e
%NP-40 0,5 0,5 0,1 0,21 0,5 | 1,0 2,0

CZ —»

CRT _,

Figura 1.22: Interaccién entre CRT y CZ. Epimastigotes de 7. cruzi salvajes y mutantes nulos en GT
se marcaron durante 2 min con [33S]Met y [33S]|Cys y se lisaron con 1% Nonidet P-40 (4) o las
concentraciones indicadas del mismo detergente (B). Los lisados se sometieron a
inmunoprecipitaciones con antiCRT que luego se separaron en un SDS-PAGE y se revelaron por
autorradiografia. Donde se indica, se sgregé 6 mM DNJ 30 min antes del pulso radioactivo.
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Figura 1.23: Interaccién entre CRT y CZ. Epimastigotes de 7. cruzi salvajes y mutantes nulos en GT
se marcaron durante 2 min con [35S]Met y [35S]Cys y se lisaron con 1% digitonina. Los lisados se
sometieron a inmunoprecipitaciones con antiCRT que luego se separaron en un SDS-PAGE y se
revelaron por autorradiografia. Donde se indica, se agregd 6 mM DNJ 30 min antes del pulso
radioactivo.

La ausencia de GT prolonga la interaccion Grp78/BiP- CZ

Para estudiar la influencia de la creaciéon de los N-glicanos monoglucosilados
mediada por GT en la interaccién entre CZ y Grp78/BiP se agregé cicloheximida a
células de 7. cruzi salvajes y gt para detener la sintesis proteica. Se retiraron
alicuotas de células a distintos tiempos que se lisaron e Inmunoprecipitaron con
suero contra CZ. Los inmunoprecipitados se analizaron por inmunotransferencia
utilizando un anticuerpo generado contra BiP de 7. brucer que también reconoce a la
proteina de 7. cruzi. Los resultados que se muestran en la figura 1.24 Ay Bindican
que la interaccion entre CZ y Grp78/BiP persistié por tiempos mas prolongados en
los mutantes nulos en GT, mostrando asi que el retraso observado en la llegada de la
CZ a los lisosomas se debia a la retencion en el RE mediada por Grp78/BiP. Por otro
lado, el analisis densitométrico de los Western blot revelé que los niveles de la
proteina Grp78/BiP en los parasitos mutantes estaban aumentados respecto a los de
las células salvajes (Figura 1.24 (). Se puede concluir que en ausencia de la
interaccion entre CRT y las glicoproteinas la eficiencia de plegamiento disminuye

sensiblemente lo que produce la acumulacién de CZ en el RE. Esto, a su vez, provoca
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un aumento de mecanismos alternativos facilitadores del plegamiento que unen mas
CZ que en condiciones salvajes y permiten retener a CZ en el RE. Asi, la induccién
de estos mecanismos es necesaria para mantener el repertorio adecuado de

glicoproteinas de la via secretoria.
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Figura 1.24: Interaccién entre Grp78/BiP y CZ. En epimastigotes salvajes (4) o mutantes nulos en GT
(B se detuvo la sintesis de proteinas con el agregado de 1 mM cicloheximida y se tomaron muestras
luego de los tiempos de caza indicados en la figura. Las células se lisaron y se inmunoprecipitaron con
suero antiCZ. Los inmunoprecipitados se sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida
10% con SDS, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se revelaron con suero antiBiP de 7.
brucer. En (O) se graficé la cuantificacién de las intensidades de las bandas de (4) en azul y (B) en
violeta donde se consideré 100% la intensidad de la primer alicuota. En (D) se cosecharon 107
epimastigotes salvajes y mutantes nulos en GT en fase exponencial de crecimiento y se calentaron en
buffer de ruptura, luego se separaron en un SDS-PAGE y se analizaron con un suero antiBiP como se
indicé més arriba.
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El RE de las células eucariotas es el compartimiento donde las proteinas de la
via secretoria se pliegan, oligomerizan y sufren diversas modificaciones
postraduccionales. Para que estos procesos tengan lugar de manera eficiente el RE
dispone de una bateria de chaperonas moleculares y enzimas catalizadoras del
plegamiento. Estas moléculas no sélo asisten a las proteinas en la adquisicién de su
conformaciéon nativa sino que también verifican el estado conformacional de las
mismas en un proceso conocido como control de calidad de plegamiento (QC, por
quality control). La consecuencia inmediata de este sistema es la retencién de
aquellas especies que no han alcanzado un arreglo tridimensional correcto, las
cuales son eventualmente degradadas, si no lo alcanzan. El sistema de QC basado
en MN-glicanos requiere de la formaciéon de un glicano monoglucosilado que es
reconocido por dos lectinas residentes en el RE, CNX y CRT. Este glicano
monoglucosilado necesario para el acceso a este sistema de QC puede formarse en
células de mamiferos por dos vias. Una via es la deglucosilacion parcial del N
glicano transferido a la proteina y la otra es a través de la reglucosilacién del glicano
de alta manosa completamente deglucosilado. Esta ultima reaccion es catalizada por
la GT, una enzima capaz de reconocer y glucosilar inicamente a las glicoproteinas
que no adquirieron su conformacién nativa. Asi, las proteinas que estan en proceso
de plegamiento oscilan entre la forma glucosilada y la no glucosilada como
consecuencia de la accion de las actividades opuestas de GT y GII, uniéndose y
liberandose, a su vez, del ancla de CNX/CRT. Cuando la proteina logra plegarse
correctamente deja de ser sustrato de la GT pero lo sigue siendo de GII por lo que
eventualmente es completamente deglucosilada, se libera del ciclo de QC y puede
continuar hacia su destino final en la via secretoria.

Para evaluar la relevancia de este sistema de control de calidad de
plegamiento de glicoproteinas en este trabajo de tesis se utiliz6 como organismo
modelo a 7. cruzi. En este parasito unicelular los glicanos monoglucosilados sélo
pueden formarse por acciéon de la GT dado que el N-glicano que se transfiere a los
polipéptidos nacientes carece en absoluto de glucosas. Si se imposibilita la formacién

del glicano monoglucosilado se esta impidiendo que las glicoproteinas ingresen al
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ciclo de QC mediado por CRT (este parasito no posee CNX). Con el objetivo de
eliminar la actividad de la GT por medio de la interrupciéon de los genes que la
codifican fue necesario primeramente obtener la secuencia de dicho gen.

El primer hallazgo llamativo al analizar la secuencia obtenida resulté ser la
ausencia de senal de retenciéon en el RE en la estructura primaria de la GT. La
ausencia de senal de retencién no ocurre en todas las glicoproteinas residentes del
RE de 7. cruzi puesto que ya se han descripto otras proteinas con dicha localizacion
que poseen en su extremo C-terminal las secuencias MDDL y KEDL, para
Grp78/BiP y CRT respectivamente (Tibbetts y col. 1994; Labriola y col. 1999). Por
otro lado, también se conocen proteinas solubles del RE que carecen de senal de
retencién en el RE en células de mamiferos y levadura e incluso en otro protozoo de
la familia Trypanosomatidae como es el caso de la PDI de Leishmania donovani
(Trombetta y col. 1996; D'Alessio y col. 1999; Padilla y col. 2003). El mecanismo que
permite que la GT de 7. cruzi sea retenida en el RE es desconocido.

Una vez obtenida la secuencia del gen de GT y comprobado que se trata de un
gen de copia Unica se realizé la interrupcion de los genes mediante recombinacion
homologa. La disponibilidad de mutantes GT nulos permitié estudiar si las
interacciones proteina-proteina, ademas de las proteina-glicano, participaban en el
reconocimiento de las glicoproteinas por la CRT de 7. cruzi. En la literatura se
pueden encontrar reportes sugiriendo que la CRT y una forma soluble de CNX
previenen la agregacion in vitro, no sb6lo de glicoproteinas desnaturalizadas que
poseen un glicano monoglucosilado, sino también de proteinas desnaturalizadas
desprovistas de N-glicanos. CRT y CNX también son capaces de reprimir in vitro la
desnaturalizacion térmica de las proteinas no glicosiladas y de mejorar su replegado
manteniendo a los intermediarios de plegamiento en un estado competente.
Asimismo, ambas lectinas pueden formar complejos estables con conférmeros no
plegados pero no con moléculas en su estado nativo. A partir de estas observaciones
se concluy6 que estas lectinas podrian comportarse in vitro como chaperonas clasicas
(Thara y col. 1999; Saito y col. 1999; Stronge y col. 2001). Sin embargo, la validez de

dichas conclusiones es cuestionable porque CRT presenta una transiciéon de
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desnaturalizacién cooperativa con una temperatura media similar (44 °C) a la
empleada en los ensayos de chaperona y el efecto observado bien podria deberse a un
fenémeno inespecifico (Bouvier y Stafford 2000; Li y col. 2001). En relacién a los
ensayos In vivo, se reportdé que en células de mamifero desprovistas de actividad de
GI o GII o en presencia de un inhibidor de ambas enzimas (castanospermina; ie.
condiciones que evitan la formacién de glicanos monoglucosilados) ciertas
glicoproteinas inmunoprecipitan junto con CNX si se toman suficientes recaudos
durante la lisis celular y la inmunoprecipitacién (Danilczyk y Williams 2001). Esos
resultados llevaron a plantear un modelo en el que CRT y CNX interaccionan con la
proteina a través de un sitio de unién a polipéptidos de forma similar al de las
chaperonas convencionales (Williams 2006). Este modelo se puede poner a prueba en
los 7' cruzinulos en GT generados en este trabajo de tesis. Si la unién a la lectina no
dependiese de la presencia del residuo de glucosa en el glicano, en los mutantes
nulos en GT podrian inmunoprecipitar con CRT las proteinas unidas a ella a través
del sitio de unién a polipéptidos. Sin embargo, los resultados aqui presentados
muestran que incluso bajo condiciones muy suaves de lisis e inmunoprecipitaciéon no
pudo detectarse interaccion entre CRT y CZ en las células mutantes nulas en GT,
confirmando asi la naturaleza exclusiva de lectina de la CRT de 7. cruzi.

Las glicoproteinas son componentes esenciales del complejo ciclo de vida de 7.
cruzi. En particular, la CZ fue identificada como uno de los factores de virulencia del
T. cruzi (Franke de Cazzulo y col. 1994). De hecho, inhibidores especificos de esta
enzima fueron capaces de curar la infeccion por 7. cruzi en un modelo de ratéon
(Engel y col. 1998). Pseudopéptidos derivados de las vinilsulfonas superaron las
pruebas de toxicidad y los anélisis farmacocinéticos en roedores y perros (SRI
Internatinal project # 1382-377) y al menos un miembro de esta familia de
compuestos esta siendo evaluado como candidato quimioterapéutico para entrar en
ensayos clinicos en humanos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
(Jacobsen y col. 2000).

A pesar de esta gran depencia de las glicoproteinas para su ciclo de vida, la

obtencion de mutantes nulos en GT en 7. cruzi, con la consiguiente eliminacién del
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sistema de QC dependiente de MN-glicanos, no afecté la viabilidad de las células y
solamente tuvo efectos cuantitativos pero no cualitativos en los procesos de
diferenciacién e infeccion. Teniendo en cuenta los resultados aqui descriptos puede
afirmarse que la existencia del sistema de QC en el que participa CRT no seria
esencial para el desarrollo de las células bajo condiciones normales de crecimiento.
Una conclusiéon similar se habia alcanzado empleando células de mamiferos y
fungicas (Reitman y col. 1982; Ray y col. 1991; Fernandez y col. 1996; D'Alessio y col.
1999). También se han descripto lineas celulares derivadas de ratones deficientes en
CRT capaces de sobrevivir, aunque los correspondientes ratones de los cuales se
obtuvieron dichas lineas celulares mueren en estado embrionario (Mesaeli y col.
1999; Rauch y col. 2000; Denzel y col. 2002). Los embriones de ratones deficientes en
CNX llegan a término pero mueren a poco de nacer. (Denzel y col. 2002) Se puede
argumentar que la letalidad viene dada por el plegamiento defectuoso de numerosas
glicoproteinas pero si se toman todos los resultados en conjunto, estos pueden
reflejar que no es el sistema de QC lo esencial sino que CNX y CRT cumplen
funciones esenciales distintas a la de la unién a glicanos monoglucosilados. En este
sentido, CRT es la principal proteina de uniéon a calcio del RE y su eliminaciéon
conduce a un marcado descenso de los niveles de calcio intracelulares (Nakamura y
col. 2001). Los ratones a los cuales se les eliminé el gen de CRT mueren durante el
desarrollo embrionario debido a fallas cardiacas y pueden ser rescatados mediante la
sobrexpresion de calcineurina, un factor de transcripcion que funciona rio abajo de
las sefiales que movilizan calcio del RE (Guo y col. 2002). Estas observaciones
demuestran que la letalidad en ratones se deberia a la capacidad de CRT para
regular los niveles de calcio intracelulares. Otra interpretacion posible es que en
organismos multicelulares CNX/CRT son absolutamente necesarias para el
plegamiento de unas pocas glicoproteinas requeridas para la supervivencia de dicho
organismo pero no de células aisladas.

Desde otro punto de vista, en la actualidad se conoce un tinico organismo que
en su forma salvaje no posee GT, S. cerevisiae (Fernandez y col. 1994; Jakob y col.

1998). Aunque carece de este importante componente del QC de glicoproteinas, no
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ha podido establecerse con claridad si los glicanos monoglucosilados participan en la
facilitacion del plegamiento. Por un lado, en oposicién a lo que sucede en células de
mamiferos y S. pombe, la eliminacién del gen de GII no provoca la acumulacion de
glicoproteinas mal plegadas (Jakob y col. 1998; Simons y col. 1998) y ademés la CNX
de S. cerevisiae presenta diferencias estructurales significativas comparada con sus
contrapartes de mamiferos y S. pombe. (Parlati y col. 1995b) (ni S. pombe ni S
cerevisiae poseen genes que codifiquen para CRT). Sin embargo, por otro lado, se ha
reportado que mutantes de S. cerevisiae que transfieren GIMOIN2 en la M
glicosilacién y que carecen de GII, acumulan menos glicoproteinas mal plegadas en
el RE cuando se las somete a un estrés exégeno (agregado de ditiotreitol) que las
mutantes que transfieren MOIN2 o G2M9N2 y que también carecen de GII (Jakob y
col. 1998). Esto sugiere que en S. cerevisiae los glicanos monoglucosiladaos estdn de
alguna manera involucrados en la facilitaciéon del plegamiento por lo que no puede
descartarse que un sistema de QC que dependa de N-glicanos sea funcional en esta
levadura.

En 7. cruzi estudiamos particularmente el proceso de plegamiento de la CZ.
Como ya se menciond, la CZ esta compuesta por dos dominios: el dominio catalitico y
la extensién C-terminal (McGrath y col. 1995). El dominio catalitico posee dos
secuencias consenso de /MN-glicosilacion y al menos una de ellas estd ocupada,
mientras que el dominio C-terminal posee una de estas secuencias, la cual se ha
demostrado que lleva un glicano (Cazzulo y col. 1992; Metzner y col. 1996). Con
anterioridad se describié que el 65% de los glicanos de cualquiera de los dominios,
son glucosilados por la GT (Labriola y col. 1995) y como la enzima modifica glicanos
que estan cercanos a una perturbacion estructural y puesto que ambos dominios de
CZ se pliegan de manera independiente (McGrath y col. 1995; Ritter y Helenius
2000) se concluyé que méas del 90% de la moléculas de CZ son glucosiladas en al
menos uno de sus N-glicanos, permitiendo la consiguiente asociaciéon con CRT. Si el
segundo sitio de glicosilacién en el dominio catalitico también estuviese ocupado y
glucosilado se puede calcular estadisticamente que practicamente todas las

moléculas de CZ se unirian a CRT. Dado que CZ posee siete uniones disulfuro, se
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espera que su plegamiento dependa en gran medida de la interaccion con CRT y
ERp57 de existir esta ultima en el RE de 7. cruzi ERp57 es un miembro de la
familia de las proteina disulfuro isomerasas que en células de mamifero se
encuentra asociada a CNX/CRT y promueve la formaciéon de uniones disulfuro
nativas en las glicoproteinas monoglucosiladas (Oliver y col. 1999). Sin embargo, los
resultados aqui presentados muestran que la ausencia de la interaccion CRT-CZ sélo
afecta levemente los niveles intracelulares de la proteinasa. La explicaciéon mas
probable para este resultado es que la acumulaciéon de proteinas mal plegadas como
consecuencia indirecta de la falta de GT induce un aumento de la sintesis de otras
chaperonas y proteinas facilitadoras del plegamiento del RE, las cuales mantienen
la eficiencia del plegamiento de CZ (UPR, (Parodi 2000).

Debido a que el plegamiento es un proceso proclive a errores, las células
disponen de sistemas alternativos para ayudar a las proteinas a adquirir la
estructura terciaria adecuada en el RE. Si bien cada sistema facilitador de
plegamiento presenta una determinada especificidad por sus sustratos, dicha
especificidad no es absoluta y como regla general se puede afirmar que cuando un
sistema esta ausente, uno alternativo puede suplir su tarea. Por ejemplo, en células
de mamifero en las cuales se impide el acceso al sistema de CNX/CRT las
glicoproteinas se unen a Grp78/BiP (Zhang y col. 1997). También se ha observado
que la inhibicion de la formacion de MN-glicanos monglucosilados en células de
mamiferos y S. pombe ya sea por el agregado de inhibidores de GII o por la
disrupcion de los genes que codifican para GII o GT resulta en la induccién del
mRNA de Grp78/BiP (Balow y col. 1995; Pahl y Baeuerle 1995; D'Alessio y col.
1999). En concordancia con esos resultados, en este trabajo se observa en los 7. cruzi
carentes de GT un aumento de los niveles de Grp78/BiP. Efectivamente se pudo
detectar interaccion entre CZ y Grp78/BiP tanto en células con actividad de GT como
en las carentes de ella. Sin embargo, la interacciéon fue mas prolongada en estas
ultimas, sugiriendo que la Grp78/BiP podria ser la responsable del retraso en la
llegada de CZ a los lisosomas en los parasitos nulos para GT. Grp78/BiP reconoce

preferentemente heptapéptidos que contienen residuos hidrofébicos voluminosos en
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posiciones alternadas expuestos en conformaciones extendidas de las proteinas,
mientras GT exhibe afinidad por parches de aminoacidos hidrofébicos presentes en
conformaciones de tipo glébulo fundido (Blond-Elguindi y col. 1993; Caramelo y col.
2003; Caramelo y col. 2004). En otras palabras, el paso de las glicoproteinas de su
asociacion con Grp78/BiP al sistema basado en CNX/CRT podria suceder como una
consecuencia natural de presentar suficiente estructura primaria en el lumen del
RE como para permitir la formaciéon de intermediarios colapsados de plegamiento.
De hecho, existe una gran cantidad de ejemplos en los cuales se ha observado en
células de mamiferos intactas dicha interaccién secuencial, primero Grp78/BiP y
luego con CNX/CRT (Hammond y col. 1994; Kim y Arvan 1995; Tomita y col. 1999;
Molinari y Helenius 2000). A partir de los resultados aqui presentados se puede
especular que un orden similar ocurre en células de 7. cruzi normales pero que en el
caso de los mutantes nulos en GT, los mayores niveles de Grp78/BiP podrian
prolongar la conformacién extendida para prevenir la agregacion de glicoproteinas.
Aunque en este trabajo se ha destacado la redundancia entre los sistemas que
promueven el plegamiento, también puede notarse que la ausencia de la interaccion
con las lectinas afecta de manera diferencial la eficiencia de plegamiento de diversas
proteinas, asi, por un lado los niveles de la CZ practicamente no se alteran pero los
de la a-manosidasa sufren una drastica disminucién. En este mismo sentido pueden
encontrarse ejemplos en la literatura que demuestran que no siempre uno de los
sistemas puede suplir todas las funciones del otro. Ratones homocigotos nulos para
calmegina, un homoélogo de CNX especifico de testiculos, son practicamente estériles,
aunque muestran un comportamiento copulatorio y espermatogénesis normales
(Ikawa y col. 1997). Su esperma no se adhiere a la matriz extracelular del évulo
(zona peldcida), probablemente debido a la ausencia total o parcial de las
glicoproteinas de anclaje de la membrana plasmatica. Otro ejemplo muy llamativo
es que puede evitarse la produccién de particulas infecciosas de los virus HIV-1 y de
la hepatitis B si se agregan inhibidores de GI y GII al medio de cultivo (Gruters y
col. 1987; Fischer y col. 1996; Mehta y col. 1997). En el primer caso, las particulas de

virus producidas en ausencia de interaccion CNX/CRT-glicoproteina no son
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infecciosas debido al mal plegamiento del rulo de V1-V2 en la gp120 del HIV-1. De
manera semejante, el plegamiento de glicoproteina M del virus de la hepatitis B esta
severamente comprometido cuando la interaccion lectina-glicoproteina es eliminada
y por ende el ensamblaje del virus obstaculizado. También se encontré que la
interaccidon CNX-glicoproteina es esencial para la viabilidad de S. pombe en
condiciones severas de estrés en el RE, como por ejemplo, altas temperaturas
(Fanchiotti y col. 1998). Presumiblemente, la o las glicoproteinas afectadas
participarian en la formacién de la pared celular, dado que la viabilidad a altas
temperaturas se recupera no solo cuando se transfecta a las células mutantes con un
vector de expresién que codifique la GT, sino también cuando las células se cultivan
en un medio hiperosmético (1M sorbitol). Por lo tanto, estos resultados muestran
que en algunos casos la facilitacion del plegamiento mediada por CNX/CRT es
fundamental para diversos procesos celulares.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la interaccién
lectina:glicoproteina no es necesaria de forma absoluta para el plegado correcto de
las glicoproteinas de 7. cruzi, incluso para aquellas proteinas como la CZ que en
condiciones normales utilizan ampliamente este sistema de QC. De esta forma, se
pone en evidencia la redundancia entre los sistemas de chaperonas que son
dependientes o independientes de los carbohidratos. Esta plasticidad funcional
también indica que el uso de cierta maquinaria celular, al menos para algunas
glicoproteinas, no esta dictado por la secuencia primaria sino que se puede adaptar a
la disponibilidad de chaperonas del RE. Este principio es ilustrado por proteinas que
tienen diferente destino dependiendo del ambiente celular (una lista de ejemplos
puede encontrarse en (Trombetta 2003).

En conclusién, los resultados aqui presentados muestran que la maquinaria
de plegamiento del RE del 7. cruzi presenta una alta plasticidad que le permite al
parasito superar la ausencia de un mecanismo especifico que facilita el plegamiento

de glicoproteinas.
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Muchas de las proteinas sintetizadas en el citosol son translocadas a través
de, o se insertan en, la membrana del RE y recién en este compartimiento adquieren
su conformaciéon nativa. Sin embargo, en muchos aspectos el ambiente del RE es
cualitativamente diferente al del citosol, por ejemplo, el lumen del RE es mas
oxidante y la concentraciéon de calcio es al menos dos 6rdenes de magnitud mayor
(Schroder y Kaufman 2005). En células no contractiles, el RE es el principal
reservorio de calcio intracelular, donde la concentracién de este 16n puede fluctuar
desde 1-5 mM, cuando esta lleno, a 10-50 uM después de la apertura de los canales
de calcio localizados en la membrana del RE (Miyawaki y col. 1997).

El gradiente de calcio entre el citosol y el RE es mantenido por una proteina
que hidroliza ATP para bombear calcio desde el citosol hacia el lumen del RE
denominada SERCA (del inglés sarco/endoplasmic reticulum Ca2* ATPase). La
inhibicién de la SERCA por tapsigargina o acido ciclopiazoénico disipa el gradiente de
calcio mediante un proceso de "goteo" que tiende a equilibrar la concentracién de
calcio entre ambos compartimientos.

La concentracién de calcio libre en el RE afecta muchas de sus funciones,
incluyendo la secrecién de proteinas (Sambrook 1990), la activacién del influjo de
calcio a través de los canales de la membrana plasmatica (Berridge 1995), la
sensibilidad de las células a la apoptosis (Pinton y Rizzuto 2006) y la UPR durante
el estrés del RE (Kaufman y col. 2002). El efecto que tienen las fluctuaciones del
calcio del RE en el plegamiento de las proteinas no esta completamente aclarado:
mientras que clertas proteinas pueden necesitar calcio de forma intrinseca para
alcanzar su conformacion nativa, el plegamiento de la mayoria es afectado
indirectamente como consecuencia de la dependencia de calcio que presenten las
chaperonas y enzimas que asisten el plegamiento (Brostrom y Brostrom 2003). Sin
embargo, la mayor parte del calcio presente en el RE no esta libre sino unido a
proteinas que actian como reguladores, los cuales unen calcio con gran capacidad y
baja afinidad y lo liberan segtn las necesidades fisiolégicas de la célula (Brostrom y

Brostrom 2003).
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Funciones de CRT en el RE

La CRT cumple en el RE al menos dos funciones importantes. Por un lado,
como ya se mencioné en la primera parte de esta tesis, CRT participa en el control
de calidad de plegamiento de glicoproteinas. La interaccion de CRT con
glicoproteinas en proceso de plegamiento que poseen sus glicanos monoglucosilados
evita que estas abandonen el RE antes de haber adquirido su conformacién nativa y
también aumenta la eficiencia del proceso al evitar la agregaciéon proteica y al
permitir la intervencién de otros factores promotores del plegamiento (Parodi 2000).
Por otro lado, CRT es la principal proteina de unién a calcio en el RE de células no
contractiles y como tal estd involucrada en varios procesos que regulan la
homeostasis celular del Ca%* como ser el almacenamiento de calcio en el RE
(Nakamura y col. 2001), la liberacién del calcio desde el RE (Mesaeli y col. 1999;
Nakamura y col. 2001) el funcionamiento de la SERCA (Camacho y Lechleiter 1995)
y la activaciéon del influjo de calcio a través de la membrana plasmatica mediado por
canales operados por reservorios (Bastianutto y col. 1995; Mery y col. 1996; Fasolato
y col. 1998; Arnaudeau y col. 2002).

CRT posee dos sitios de uniéon a calcio. Uno de ellos une un catién con alta
afinidad (Kd=1pM), mientras que el segundo une alrededor de 25 iones calcio con
baja afinidad (Kd=~1-2mM) (Baksh y Michalak 1991). Dado que es muy improbable
que la concentracion de calcio libre en el RE disminuya por debajo de 1uM
seguramente el sitio de alta afinidad permanece ocupado y este calcio cumple un rol
estructural mas que regulador. En este sentido seria el sitio de alta capacidad y baja
afinidad el que tendria relevancia fisiologica.

CRT est4 compuesta por tres dominios (Michalak y col. 1999): (i) el dominio
N-terminal, (ii) el dominio P y (iii) el dominio C-terminal (Figura 2.1). El dominio N-
terminal tiene una secuencia muy conservada a través de la evolucion y se predice
que adopta una estructura globular formada por dos laminas B antiparalelas. El
dominio P recibe ese nombre porque comprende dos moédulos en tandem con tres

repeticiones cada uno ricas en residuos prolina. La primera de las repeticiones tiene

la secuencia PXXIXDPDAXKPEDWDE, mientras que la segunda es
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GXWXPPXIXNPXYX. Ambas repeticiones son importantes para la actividad de
lectina-chaperona (Vassilakos y col. 1998). Adema4s, esta regién interacciona con PDI
(Corbett y col. 1999) y ERp57 (Frickel y col. 2002). El dominio C-terminal es muy
acidico y termina con la senal de retenciéon al RE KEDL. Este dominio es el que une
calcio con alta capacidad y baja afinidad y se demostré que la unién de calcio juega
un rol regulador en el control de la interaccion in vitro de CRT con PDI y ERp57
(Vassilakos y col. 1998). La organizacién estructural de CNX es similar a la de CRT
siendo la principal diferencia una hélice transmembrana situada cerca del extremo
C-terminal que ubica a la regiéon cargada negativamente en el citoplasma.

Asimismo, el dominio P de CNX contiene cuatro en lugar de tres repeticiones ricas

en prolina.

almacenamiento

chaperona de calcio

N A
r regién de unién\f A
a ERp57
Il 170 l 285 4i)0
- — T
péptido dominio N dominio P dominio C
senial

Figura 2.1: Representacién esquemaética de los dominios de CRT. Las predicciones estructurales
anticipan la existencia de tres dominios estructurales y funcionales. Los dominios N, P y C estan
representados en amarillo, naranja y rojo respectivamente. La proteina contiene un péptido sefnal en
el extremo N-terminal (rectdngulo negro) y una sefial de retencién en el RE en el extremo C-terminal.
Los tridngulos y rombos azules muestran las repeticiones de secuencias ricas en prolina.

Estructura de CNX y CRT y sitios de union

La estructura de la porciéon luminal de CNX resuelta por difracciéon de rayos X
revel6 una molécula sumamente asimétrica que presenta dos dominios estructurales
(Figura 2.2) (Schrag y col. 2001). Uno de los dominios es globular y el otro es un

brazo extendido que sobresale notablemente desde el dominio anterior.
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Figura 2.2 Estructura cristalografica del
dominio luminal de la CNX. El dominio
globular contiene el sitio de unién al glicano
con los residuos que hacen contacto con la Gle
terminal mostrados en rojo y verde. El calcio
unido se indica como una esfera amarilla. El
brazo extendido consiste en dos cadenas, cada
una conteniendo un moddulo con las cuatro
repeticiones de secuencias ricas en Pro, de
manera que cada una en una cadena esta
apareada con otra de la otra cadena

El dominio globular corresponde a dos regiones de la secuencia primaria de la
proteina, los residuos 61 al 262 y 415 a 458, y, como se habia predicho, esta
organizado como un sandwich B con dos hojas B antiparalelas, una coéncava y otra
convexa. La clasificacién SCOP (Murzin y col. 1995; Lo Conte y col. 2002) ubica a
este dominio dentro de la familia de plegamiento de lectinas tipo concanavalina-A/
glucanasas. En este grupo se incluyen B-glucanasas, galectinas, pentraxinas y
modulos del tipo laminina-G. Justamente, en este dominio globular se identificé el
sitio de unién al residuo de Glc del glicano G1IM9-7N2. El anillo de la hexosa
descansa sobre la Met189 y los grupos hidroxilo forman uniones de puente de
hidrégeno con las Tyr165, Lys186 y Glu217. Adyacente a este sitio se ubican
residuos que pueden contactar las tres unidades de manosa pertenecientes a la rama
a1-3 del glicano (Spiro y col. 1996; Vassilakos y col. 1998). Dada la alta identidad de
secuencia en esta regién y la idéntica especificidad de unién al glicano entre la CNX
y la CRT, se predice que el dominio N-terminal de ambas proteinas presenta una
estructura muy similar (Leach y col. 2002). Asimismo, el papel fundamental de los
residuos involucrados en la actividad de lectina de CRT ha sido verificado a partir de
mutantes especificas (Kapoor y col. 2004; Leach y Williams 2004; Thomson y
Williams 2005).

El brazo extendido corresponde al dominio P y consiste en dos cadenas en una
configuracién en horquilla que se extiende 140 A en el espacio. Cada una de las
cadenas contiene uno de los mddulos de repeticiones, de manera que estas adoptan
un arreglo antiparalelo en donde una repeticiéon de un tipo se aparea "cabeza con

cola" con una del otro tipo. La estructura del dominio P de CRT resuelta por NMR
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mostré un arreglo similar al de CNX pero més corto (110 A), una consecuencia de
poseer tres repeticiones por moédulo en lugar de las cuatro que presenta CNX
(Ellgaard y col. 2001).

Dada la posicion del sitio de unién de la Glc y la flexibilidad de las uniones
glicosidicas y del propio dominio P se sugiri6 que este podria estar involucrado en

interacciones proteina-proteina con las glicoproteinas parcialmente plegadas (Figura

2.3) (Schrag y col. 2003).

Figura 2.3: Modelo en 3D de la interaccién
entre CNX y una glicoproteina modelo (en
Pa )L este caso la RNAsa B correctamente
plegada en rosa). El sitio de unién a la Glc
esta representado en verde. La posicién

o \ resultante del polipéptido de la
“Enl'n,. , glicoproteina sugiere una posible
. ,/ - r; Z interaccién con el dominio P (Schrag y col.
2" > A . 2009).
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En los complejos lectina:glicoproteina el dominio P podria "abrazar" a la
porcién peptidica de la glicoproteina, previniendo de esta forma el establecimiento
de contactos inespecificos con otras proteinas en proceso de plegamiento. En este
sentido, un arreglo similar se observa en la celda cristalografica de CNX, en donde el
brazo P de una proteina rodea al dominio N de otra molécula ubicada
simétricamente en el centro de la celda.

Ademas, el extremo distal del dominio P forma una unidad de plegamiento
auténoma, siendo una de las secuencias naturales maéas chicas que forman un
plegamiento no helicoidal estable en ausencia de metales o puentes disulfuro. Este

dominio le permite unir ERp57, la cual se caracteriza por la presencia de cuatro
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dominios tiorredoxina organizados en el orden a, b, b’, a’. Los dominios a y a’
presentan los motivos CxxC que permiten la formacién de puentes disulfuro mixtos
con las glicoproteinas unidas a CNX y CRT. ERp57, a diferencia de PDI, posee un
extremo C-terminal basico, rico en residuos lisina y que presenta una senal de
retencion QDEL. Se ha demostrado recientemente que esta region junto con el
dominio b” le permite unirse al extremo 4cido del dominio P de CRT (Russell y col.
2004; Silvennoinen y col. 2004). La unién de ERp57 al extremo distal del brazo P
podria generar una cavidad protegida del solvente, en la que, como fue mencionado
previamente, pueden alojarse sustratos de tamano variado que quedarian
resguardados de interacciones no deseadas con otras proteinas recién sintetizadas
(Figura 2.4). Se ha observado con frecuencia que la asociacién de ERp57 con
sustratos glicoproteicos no ocurre en células deficientes en CNX o tratadas con
castanospermina (CST, un inhibidor de la GI), lo que llevé a sugerir que ERp57
participa en el plegamiento de glicoproteinas sdlo a través de su interaccién con

CNX y CRT (Oliver y col. 1997; Molinari y Helenius 1999; Lindquist y col. 2001).
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Figura 2.4 Modelo de la interaccién entre CNX
(verde) y ERp57  (azul) con una hipotética
glicoproteina en proceso de plegarse (linea celeste).
(Williams 2006)

La estructura cristalina de CNX revel6 un tnico Ca?* ubicado en el dominio
N-terminal pero alejado del sitio de unién del glicano. Dicho calcio tiene un rol
netamente estructural y en principio no participaria en la uniéon del glicano. Este 16n
corresponderia a la actividad de union a Ca2* de alta afinidad que poseen ambas

lectinas, aunque su localizacién distante el sitio de uniéon de glucosa no concuerda
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con estudios 1n vitro que indican que el Ca?* se necesita para que CRT funcione como
chaperona.

Asimismo, si bien se le atribuye a CRT la capacidad de unir ATP, pero no de
hidrolizarlo, no se ha podido detectar el sitio de unién de este nucleétido. Como
ocurre con otras chaperonas, el ATP podria regular cambios conformacionales en
CNX y CRT. El ATP, pero no el ADP o el AMP, hace a CRT mas resistente a la
digestién con proteasas y mejora la capacidad de supresion de la agregacion in vitro
(Ou y col. 1995; Thara y col. 1999; Saito y col. 1999; Corbett y col. 2000).

Por otra parte, CRT presenta un dominio C-terminal muy acidico (residuos
290 a 400) que une aproximadamente unos 25 iones calcio con baja afinidad y que ha
sido implicado con la capacidad de almacenamiento de calcio del RE in vivo (Figura
2.5) (Waser y col. 1997). Dada la alta polaridad y el bajo contenido de aminoécidos
hidrofobicos de este dominio se predijo que adoptaria una estructura
intrinsecamente desplegada, hipdtesis apoyada por observaciones de microscopia
electréonica y por su alta sensibilidad al tratamiento con proteasas, como asi también
por los diversos intentos fallidos de expresar este dominio en forma aislada,
posiblemente debido a la rdpida degradacién por la maquinaria de ERAD (Corbett y
col. 1999; Nakamura y col. 2001).

MEPVVYFKEQFLDGDGW TERWIESKHKSDFGKFVLSSGKFYGDQEKDKELQTSQDARFYA
LSARFEPFSNKGQPLVVQF TVKHEQNIDCGGGY VKLFPAGLDQKDMHGDSEYNIMFGPDIC
GPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKDDEFTHLY TLIVRPDNTYEVKIDNSQVESGSLEDD
WDFLPPKKIKDPDASKPEDWDERAKIDDPTDSKPEDWDKPEHIPDPDAKKPEDWDEEMDGE
WEPPVIQNPEYKGEWKPRQIDNPDYKGTWIHPEIDNPEYSPDANIYAYDSFAVLGLDLWQ
VKSGTIFDNFLITNDEAYAEEFGNETWGVTKTAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEEKKRKEEEE
AEEDEEDKDDKEDEDEDEEDKDEEEEEAAAGQAKDEL

Figura 2.5' Secuencia de aminoacidos de la CRT de conejo. En rojo se destacan los aminoacidos acidos
del dominio C-terminal.

La localizaciéon de las funciones de chaperona y de retencién de calcio en
dominios distintos que se aprecia en la estructura pudo comprobarse
experimentalmente. En (Nakamura y col. 2001) se utilizaron fibroblastos

embrionarios de ratones deficientes en CRT para expresar los distintos dominios de
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CRT. Asi pudo observarse que la capacidad de almacenamiento de calcio que esta
severamente alterada en las células que carecen de CRT se restituye cuando se
expresan los dominios P y C pero no se modifica cuando se expresan los dominios N
y P (los intentos de expresar tinicamente el dominio C habian resultado infructuosos
y por ese motivo se realizé este disefio experimental). Por otra parte, los fibroblastos
deficientes en CRT tienen alterada la liberacion de calcio mediada por bradiquinina
debido a la disminucién de su receptor en la membrana de estas células. Esta
disminucién se atribuia al mal plegamiento del receptor debido a la ausencia de
CRT. La expresion de los dominios N y P devuelve a los fibroblastos la capacidad de
liberar calcio frente a un estimulo de bradiquinina mientras que la expresion de los
dominios P y C no lo logra (Nakamura y col. 2001). En este sentido, (Leach y col.
2002) mostraron que una forma truncada de CRT que carece de su extremo C-
terminal conserva su capacidad lectina. Sin embargo, existen otros reportes que
indican que el calcio es esencial para la actividad de lectina-chaperona de CRT
(Vassilakos y col. 1998) y también que la interaccién de CRT con otras chaperonas
del RE es calcio dependiente (Baksh y col. 1995; Corbett y col. 1999). En este tltimo
escenario, las fluctuaciones fisiologicas en la concentracién de calcio que
habitualmente ocurren liberarian a los intermediarios de plegamiento de su
complejo con CRT representando una amenaza potencial a la viabilidad celular. Por
este motivo en esta segunda parte del trabajo de tesis se estudio la relacién entre las

actividades de lectina y de almacenamiento de calcio de CRT.

Funciones de CRT fuera del RE

En la década de 1990 numerosos trabajos reportaron la presencia de CRT en
compartimientos subcelulares diferentes al RE. Dado que CRT es una tipica
proteina de la via secretoria, dotada con un péptido sefal y una senal de retencion
en el RE, se argumentd que estas observaciones eran un artefacto de las técnicas
experimentales utilizadas. Aunque sin lugar a dudas la mayoria de la CRT se
encuentra en el RE, la cantidad de CRT fuera de él, si bien tan pequefia como para

pasar desapercibida a las técnicas comunes, podria ser biologicamente relevante.
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So6lo después de una gran cantidad de trabajos en los que se asignaban a CRT
funciones compatibles con esas localizaciones fue siendo aceptada la multiplicidad
de roles que tiene esta molécula y la posibilidad de que pueda acceder a
compartimientos subcelulares distintos del RE.

El hallazgo de CRT en la superficie celular o en la via secretoria puede
justificarse, pues estos sitios son topologicamente equivalentes al lumen del RE y la
CRT podria alcanzarlos escapando de los mecanismos de retenciéon y reciclado
basados en la secuencia KEDL. Diferentes teorias podrian explicar como ocurre la
salida de CRT del RE a través de la via secretoria, por ejemplo, podrian expresarse
1soformas de CRT que no contengan la secuencia KEDL como lo sugiere el hecho que
la CRT de la superficie de células neuronales no es reconocida por anticuerpos
contra KEDL (Xiao y col. 1999), si bien esta observacién también podria suceder si el
epitope estuviese bloqueado por el receptor de KEDL (ERD2) que podria ser
transportado junto a CRT, como se observé en células B16 (Zhu y col. 1997). Otra
posibilidad es que, dada la alta sensibilidad del dominio C-terminal a la digestién
proteolitica, la senal de retencion se pierda por acciéon de proteasas que actien en el
lumen del RE (Corbett y col. 1999). Por otra parte, tampoco puede descartarse que la
saturacién de la maquinaria de retencién juegue un rol en dicho proceso (Crofts y
col. 1999).

En la superficie celular CRT parece participar en una amplia variedad de
procesos, pasando por la presentacién antigénica (Arosa y col. 1999; Gao y col. 2002;
Ghiran y col. 2003), la activacién del complemento (Ghebrehiwet y col. 2001), la
adhesion celular a través de la unién a proteinas de la matriz extracelular como la
laminina (White y col. 1995) o el fibrinégeno (Gray y col. 1995) o a través del des-
ensamblaje de las adhesiones focales mediadas por trombospondina (Goicoechea y
col. 2000). También est4d implicada en la inhibicién de la proliferacién de células
endoteliales (Pike y col. 1998), de la angiogénesis y del crecimiento de tumores (Pike
y col. 1998). Ademaés participa en la remocién de células apoptéticas iniciando el

proceso de macropinocitosis en los macréfagos (Ogden y col. 2001).



Parte 2 — Introduccion —114

Mas sorprendente aun que las actividades de CRT en la superficie celular
recién mencionadas son las que se reportaron en el citosol. Por ejemplo, CRT se une
a la secuencia KXGFFKR que se encuentra en la cola citoplasmatica de las o-
integrinas, modulando su actividad (Rojiani y col. 1991; Coppolino y col. 1997). Dado
que esa misma secuencia también se encuentra en el dominio de unién al DNA de
varios receptores nucleares, diversos laboratorios analizaron la relaciéon de CRT con
receptores para glucocorticoides, andrégeno, acido retinoico y vitamina D. CRT actua
de manera antagénica con la actividad transcripcional de dichos receptores,
observandose en ensayos de retardo en gel que bloquea su unién al DNA, lo que
sugeriria que la CRT nuclear limitaria la accién de los receptores sobre sus
promotores (Burns y col. 1994; Dedhar y col. 1994; Wheeler y col. 1995; Shank y
Paschal 2005). Evidencia independiente de que CRT tiene funciones nucleares se
obtuvo a partir de la purificacién de factores citosélicos que estimulan la exportacion
de proteinas nucleares en un modelo de células permeabilizadas. CRT recombinante
u obtenida de células HelLa puede estimular la exportaciéon nuclear del receptor de
glucocorticoides in vitro y ese proceso resulté ser defectuoso en células crt” (Black y
col. 2001; Holaska y col. 2002).

Mas aun, CRT puede unirse a ciertos elementos estructurales de las regiones
3’ no codificantes de algunos mRNA celulares y virales y afectar su estabilidad
(Atreya y col. 1995; Timchenko y col. 2002; Yocupicio-Monroy y col. 2003; Helbling y
col. 2004; Iakova y col. 2004). Otros estudios identificaron la unién de CRT a un
tallo-bucle (stem loop) rico en GC de la regién 5’ no codificante del mRNA del factor
de transcripcion mieloide C/EBP y del inhibidor de ciclinas dependientes de quinasa
p21 que afecta negativamente la eficiencia de su traduccién (Timchenko y col. 2002;
Helbling y col. 2004; Iakova y col. 2004).

Los ejemplos recién mencionados son dificiles de reconciliar con una
distribucion de CRT restringida al lumen del RE o la via secretoria, pues todas estas
actividades ocurren en el ntucleo y el citosol. El mecanismo por el cual CRT alcanza

estos compartimientos aun se desconoce pero podria depender o bien de la sintesis
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de CRT fuera del RE o de un mecanismo que permitiese la relocalizaciéon desde el

lumen del RE hacia el citosol.

La CRT de Trypanosoma cruzi

Al igual que lo que sucede con las CRTs de otros origenes, la funcion mas
estudiada de la CRT de 7. cruzi es la de lectina-chaperona en el RE que se describié
en detalle en la Parte 1 de este trabajo de tesis. Sin embargo, recientemente también
se reportd la presencia de esta proteina en otros compartimientos subcelulares del
parasito (Souto-Padron y col. 2004). Utilizando un anticuerpo policlonal generado
contra la proteina recombinante por inmuno-microscopia electronica se localiz6 CRT
no solamente en el RE sino también en el complejo de Golgi, la via endocitica, el
bolsillo flagelar y en la superficie celular.

La funcién que se le atribuye a TcCRT de la superficie celular es la de
modular el sistema de complemento del huésped vertebrado. Se ha podido demostrar
que, de forma similar a lo que sucede con la CRT de origen humano, TcCRT es capaz
de unir la cola de coldgeno de Clq e inhibir la activacién de C4 (Ferreira y col. 2004).
También se ha reportado su asociacion con la lectina de unién a manano, sugiriendo
que esta eleccion de subcomponentes que participan en las etapas de reconocimiento
de la via clasica y la via de lectina de activaciéon del complemento facilitaria la
evasion por parte del parasito de este sistema de defensa del hospedador. Ademas,
se detecté por citometria de flujo CRT en la superficie de trypomastigotes,
localizaciéon necesaria para que la CRT pueda cumplir la funcién propuesta vy,
apoyando dicha hipétesis, se observé por microscopia confocal colocalizacién entre la
CRT de la superficie y Cl1q humano. La interaccién entre estas dos proteinas puede
ser inhibida por fragmentos F(ab)'2 de anticuerpos antiCRT (Aguilar y col. 2005). La
presencia de CRT en la superficie celular de los parasitos también se corroboraria
por el hecho que se pueden detectar anticuerpos contra esta proteina en los sueros
de personas infectadas (Aguillon y col. 1997; Marcelain y col. 2000).

Souto-Padrén y col. (Souto-Padron y col. 2004) también demostraron la

presencia de CRT en el nicleo, asociada a la cromatina condensada en la periferia y
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no al nucleolo. Un analisis comparativo del nimero de particulas de oro observadas
en secciones ultrafinas mostré que los epimastigotes fueron los que se marcaron mas
intensamente mientras que los trypomastigotes y los amastigotes poseian alrededor
de un 40% de la intensidad. La marca en la red de DNA del kinetoplasto fue mas
notoria en los trypomastigotes y con una distribucion heterogénea presumiblemente
relacionada con la etapa de la replicacion. Nuevamente, resultaron mas dificiles de
justificar las particulas de oro que se encontraron en el citosol que no estaban
asociadas a ninguna estructura en particular.

En este trabajo de tesis, basados en las diversas funciones de CRT en citosol y
el nucleo, y en la estrecha relacion entre el calcio y la actividad de la CRT, se decidi6

estudiar el efecto de los niveles de calcio en la localizacion subcelular de CRT.



Objetivos
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Estudiar la relacion entre las actividades de lectina y de almacenamiento de

calcio de CRT.

Estudiar el efecto de los niveles de calcio en la localizacidén subcelular de CRT.



Materiales y Métodos
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Materiales

La GT de higado de rata se purificé como se indica en (Trombetta y Parodi
1992). La aglutinina de soja (SBA) se purificé de harina de soja sin tostar por
cromatografia de afinidad en Sepharosa 6B tratada con &cido (Allen y Johnson
1976). El [14C]-GIM9N2 se obtuvo incubando SBA desnaturalizada con GT
purificada y 1 x 106 cpm de UDP-[14C]Glc (300 mCi/mmol) por 18 h a 37 °C.

Obtencion y purificacion de CRT recombinante

El plasmido pBAD:CRT que contiene el DNA copia que codifica la CRT
madura de conejo (desprovista del péptido sefial) fue gentilmente cedido por el Dr.
Marek Michalak. La proteina madura conteniendo una etiqueta de histidinas se
expresé en E. coli y se purific6 segiin Vassilakos y col. (Vassilakos y col. 1998) La
secuencia de la proteina es idéntica a la CRT madura excepto por el agregado de los
residuos PLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH inmediatamente a continuacion de la
senal de retencion KDEL localizada en el extremo C-terminal de la variante salvaje.
La variante truncada de CRT (CRT-AC) se obtuvo a partir de la expresién del
plasmido pBAD:CRT-AC, el cual se construyé por PCR inversa usando como
templado el plasmido pBAD:CRT y empleando como iniciadores los oligonucleétidos
5-TTT CAT CTG CTT CTC GG-3 y 5-GCG GCC GCC GGC CAG GCC-3,
eliminandose de esta forma las bases correspondientes a los residuos 343 a 392 de la
proteina salvaje. Esta proteina se purificé siguiendo un procedimiento semejante al
anterior. Dado que al finalizar la purificacién, las lectinas pueden acarrear
cantidades variables y no reproducibles de calcio, para homogeneizar la
concentracion del cation entre las diversas preparaciones de CRT, antes de cualquier
medicién experimental se someti6 a ambas proteinas a cromatografia de exclusion
molecular en una columna Superdex 200, la cual fue eluida con 10 mM MOPS, 150
mM NaCl, 10 uM CaCl; pH 7,5. Este procedimiento también permitié el aislamiento
de las formas monoméricas de estas proteinas de las pequenas cantidades de CRT
agregada que en proporciones variables se forman durante el proceso de

purificacion.
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Caracterizacion espectroscopica de CRT y CRT-AC

La concentracion de las lectinas se determiné a partir de su absorbancia a 280
nm usando coeficientes de absorcion molar de 81485 cmIM! y 81360 cmIM! para
CRT y CRT-AC, respectivamente. Los espectros de dicroismo circular (CD) se
midieron con un espectropolarimetro Jasco J810, mientras que las medidas de
fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro Aminco Bowman Series 2. En
todas las mediciones espectroscopicas las lectinas fueron disueltas a una
concentracion 1 uM en 10 mM MOPS, 150 mM NaCl pH 7,5 con el agregado de

EGTA o calcio segin se indica en cada experimento.

Marcacion de glicopéptidos con FITC

La modificacion de los glicopéptidos con fluoresceina fue realizada mediante el
agregado de 60 pl de isotiocianato de fluoresceina (FITC) disuelto en DMSO (1
mg/ml) a aproximadamente 2 mg de GIMIN2-Asn 6 MIN2-Asn previamente
disueltos en 650 ul de 100 mM KH2PO4 pH 8. Luego de incubar 2 h a temperatura
ambiente se hizo reaccionar el exceso de FICT con el agregado de 80 pl de 1 M Tris-
HCIl pH 8,8. Los glicanos modificados fueron purificados utilizando una columna
Superdex Peptide eluida con HsO:etanol (90/10, v/v). En ambos casos la eficiencia del
acoplamiento fue superior al 90%. Para obtener Tris-FITC se mezclaron 60ul de la
soluciéon de FITC con 500 ul de 200 mM Tris-HCl pH 8 que se incubaron a
temperatura ambiente durante 4 h. El producto se purific6 mediante un

procedimiento similar al anterior.

Expresion, purificacion y glicosilacion del ClI2

Los CI2(1-58), CI2(1-61) y CI2(1-64) se purificaron y glicosilaron
quimicamente como se describe en (Caramelo y col. 2004). Para tal fin, se introdujo
un residuo de cisteina mediante la mutacién E7C, el cual se utiliz6 para unir
covalentemente un glicopéptido de alta manosa de acuerdo al procedimiento descrito
més adelante. Los CI2(1-58) y CI2(1-61) se obtuvieron por PCR inversa
introduciendo un codén de terminaciéon en la posicion apropiada y usando como

templado el vector conteniendo la secuencia que codifica para CI2(1-64). La
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expresion de estos vectores transformados en FE. coli se logr6 induciendo las
bacterias cultivadas hasta una OD 1 con 1 mM IPTG durante toda la noche a 37 °C.
Luego, las células se cosecharon y se resuspendieron en 1/20 del volumen inicial en
50 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1% Triton X-100 y 50 pg/ml de
lisozima. Después de incubar durante 30 min a temperatura ambiente, se colocaron
las células en un bano de hielo y se sonicaron dos veces durante 1 min con un
sonicador Virsonic 550 a una potencia de 225 W. Después de centrifugar por 30 min
a 30 600 x g, los CI2s se hallaron en cuerpos de inclusion. Estos se lavaron tres veces
con 20 ml de 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 0,5% Triton X-100 y 100 mM
NaCl, seguido por otros tres lavados con 20 ml de 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM
EDTA, 0,5% Triton X-100, 500 mM cloruro de guanidinio y 5 mM B-mercaptoetanol.
Finalmente, los cuerpos de inclusion se solubilizaron a 4 °C durante 30 min en 15 ml
de 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA y 6 M urea. Después de centrifugar por 30
min a 30 600 x g, se sembro el sobrenadante en una columna Superdex-75 HR16/50
y se eluyé con 50 mM Tris-HCI, 400 mM urea y 150 mM NaCl, pH 8. Las fracciones
conteniendo CI2s se juntaron y se agregd acido trifluoroacético y acetonitrilo a una
concentracion final de 0,05 y 5%, respectivamente. Las proteinas se purificaron por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase reversa usando una
columna Vydac C8 con un gradiente lineal de acetonitrilo/agua en 0,1% de acido
trifluoroacético y se secaron en un SpeedVac.

El glicopéptido GIM9N2-Asn se obtuvo a partir de IgY de yema de huevo
digerida completamente con Pronasa (Sigma) y se purificé por cromatografia de
afinidad con Concanavalina A-Sepharosa, seguida de una cromatografia por
exclusion molecular en una columna Superdex Peptide eluida con H2O:etanol 90/10
viv. E1 M9N2-Asn se obtuvo por digestion de SBA con pronasa y se purificé de
manera similar al GIMIN2-Asn. GIMIN2 y MIN2 se obtuvieron por digestiéon con
PNGasa F de los correspondientes glicopéptidos y se purificaron con una columna
Superdex Peptide eluida con H2O:etanol 90/10 v/v a un flujo de 1 ml/min.
Finalmente, los glicanos eluidos de esta columna se continuaron purificando por

cromatografia de particién usando una columna Glyco-Pak N (Waters) eluida con un
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gradiente lineal a partir de una condicién inicial de CH3CN:H:20 (85/25 v/v) a una
final de H20 durante 120 min a un flujo de 0,8 ml/min. Las fracciones conteniendo
los N-glicanos se juntaron y se secaron en SpeedVac.

Los glicopéptidos G1IM9N2-Asn y M9N2-Asn se unieron covalentemente al
grupo tiol del residuo de cisteina introducido en los CI2s usando sulfosuccinimidil 4-
(N-maleimidometil)ciclohexano 1-carboxilato (sulfo-SMCC) como se describe en
(Caramelo y col. 2003). Brevemente, 1-2 mg de glicopéptidos se mezclaron con 1 mg
de Sulfo-SMCC en PBS pH 7,2. Después de 1 h de incubacién a temperatura
ambiente los glicopéptidos se desalaron por filtracion en gel en una columna
Sephadex G-10 (80 x 1 cm) eluida con 7% propanol en agua. Las fracciones
conteniendo el glicano se mezclaron y se secaron. Paralelamente, 2-3 mg de cada uno
de los CI2s se disolvieron en 300 ul de PBS, 6 M urea, 10 mM DTT, 5 mM EDTA, pH
7,2 y se incubaron por 90 min a 37 °C. Luego se desalaron con columnas NAP-5 y se
agregaron a los glicopéptidos. Después de 4 h a temperatura ambiente el volumen
inicial de 800 pul se redujo en SpeedVac a 300 pl y se dej6é incubando las muestras
durante la noche. La eficiencia de acoplamiento generalmente estuvo por encima del
50%, siendo importante para alcanzar este rendimiento el uso de ambas moléculas a
acoplar a una concentraciéon de aproximadamente 6 mg/ml. Finalmente, las mezclas
de reacciéon se disolvieron en 5% acetonitrilo y las formas glicosiladas se separaron
de las no glicosiladas por HPLC de fase reversa con una columna Vydac C8 usando
un gradiente de acetonitrilo de 25 a 50% suplementado con 0,05% de acido
trifluoroacético. Las glicoproteinas purificadas se disolvieron en 20 mM Hepes pH
7,4 con 6 M urea y se dializaron contra la misma solucién conteniendo

concentraciones decrecientes de urea.

Estabilidad proteica

La desnaturalizaciéon quimica se realiz6 incubando 1 uM CRT durante 18 h a
25 °C en una solucién conteniendo 10 mM MOPS, 150 mM NaCl, pH 7,5 y las
concentraciones indicadas en cada caso de EGTA, CaCly, GIMIN2 y urea. El
agregado del glicano no modificé la concentraciéon del calcio libre en solucién, como

se pudo determinar usando calcium green 5N como indicador de calcio y midiendo el
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efecto del agregado de 30 pM G1MIN2 (no mostrado). El espectro de fluorescencia
intrinseca de CRT se obtuvo usando una longitud de onda de excitacién de 290 nm y
registrando la emisién entre 300 y 430 nm. Los anchos de banda de excitacién y
emision fueron de 4 nm. Para describir el estado conformacional de la proteina se
utilizaron los valores de centro de masa del espectro de fluorescencia. La
desnaturalizacién térmica de 1 pM CRT se determiné siguiendo la sefial de
dicroismo circular a 275 nm con un ancho de banda de 4 nm y un gradiente térmico
de 0,5 °C/min.

Para los experimentos de agregacion de CRT se incubd la lectina a una
concentracion de 1 uM a 37 °C en 10 mM MOPS, 150 mM NaCl pH 7,5 y 10 mM
EGTA 6 10 uM CaCls. En los tiempos indicados en la figura 2.6 A y B se tomaron
alicuotas de 100 pl a las cuales se les adicion6é 5000 cpm de [1“C]-GIMON2 y se las
sembro6 en una columna Superdex 200 eluida con la misma solucién reguladora a un
flujo de 0,8 ml/min. La elucién de la proteina se control6 siguiendo la absorbancia a
280 nm y la del glicano se detecté por centelleo liquido de fracciones de 800 ul de las

muestras recogidas una vez que terminé de eluir la columna.

Medidas de union

Los glicanos modificados con FITC o el Tris-FITC se disolvieron en 10 mM
MOPS, 150 mM NaCl pH 7,5 a una concentracién 0,05 uM y se agregé 10 mM EGTA
6 10uM CaClz 6 1 mM CaCly y las concentraciones indicadas de CRT o CRT-AC.
Después de 2 h de incubacién se midié la anisotropia de fluorescencia en un
espectrofluorometro Aminco Bowman Series 2. Se emplearon longitudes de onda de
excitaciéon y de emisiéon de 485 nm y 516 nm con anchos de banda de 8 y 4 nm,
respectivamente.

La unién de glicoproteinas se midié utilizando 0,05 uM G1M9N2-Asn-FITC y
1,1 uM 6 3 uM de lectina y la concentracién indicada en cada caso de CI2 glicosilado.
Las muestras se dejaron equilibrar por 2 h y se midieron en las mismas condiciones
que el ensayo anterior.

La unién de [14C]-G1M9N2 a la CRT inmovilizada se realizé como se describe

en (Vassilakos y col. 1998). Brevemente, 500 ug de CRT se unieron a 400 mg de
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resina IMAC cargada con Ni2* equilibrada con 30 mM MOPS, 150 mM NaCl y 10
mM CaCls pH 7,5. La CRT no unida se removi6 lavando cuatro veces con 1 ml de la
misma solucién.Se separaron tres cuartos de la resina que se equilibraron con 30
mM MOPS, 150 mM NaCl y 10 mM EGTA. Ambas porciones se incubaron durante
30 min a 30 °C. La porciéon que contenia EGTA se volvié a dividir en tres y dos de
estas muestras se lavaron dos veces con 1 ml de 30 mM MOPS, 150 mM NaCl y 10
mM CaClz o 10 mM MgCls. Se agregé aproximadamente 9000 cpm de [14C]-G1M9N2
a cada muestra y se incub6é durante 3 min a temperatura ambiente en presencia de
300 ul de 30 mM MOPS, 150 mM NaCl conteniendo 10 mM EGTA, o CaCls o0 MgCls.
Las muestras se enfriaron luego en un bano de hielo, se centrifugaron a 13150 x g
por 1 min, se descartaron los sobrenadantes y la resina se lavd tres veces con 1 ml
de la misma solucién conteniendo segun correspondiese 10 mM EGTA, o Ca2* o Mg2+.
Luego se midi6 la radioactividad asociada a la resina por centelleo liquido.
Paralelamente, se llevd a cabo el mismo procedimiento con una matriz IMAC

cargada con Ni2* pero desprovista de CRT como control de especificidad.

Determinacion de actividad de chaperona in vitro

IgY (9,5 mg/ml) purificada de yema de huevo se desnaturalizé en 100 mM
Tris-HCl pH 6,8 conteniendo 6 M cloruro de guanidinio y 40 mM DTT.
Paralelamente, la IgY fue deglicosilada con PNGasa F segun las instrucciones del
fabricante (New England Biolabs). Se confirmé la completa deglicosilacién mediante
una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. La IgY deglicosilada (PF-IgY)
disuelta a una concentraciéon final de 3,2 mg/ml se desnaturalizé de forma similar a
la IgY.

El ensayo de agregacion se comenzoé diluyendo 7 pl de IgY 6 22 ul de PF-IgY
en 3 ml de 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,6 con el agregado de calcio o EDTA
segun se indica en la figura 2.13, en presencia o ausencia de CRT. La concentracién
final de ambos sustratos fue de 0,5 uM, expresada como la suma de las
concentraciones de cadenas pesadas y livianas. La concentracién de lectina fue 0,5

uM y 3 uM para IgY y PF-IgY, respectivamente. Las muestras con IgY se agitaron
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constantemente a 37 °C y las de PF-IgY a 31 °C y se monitore6 la densidad dptica a

360 nm en un espectrofotometro Jasco V-550.

Determinacion de actividad de chaperona in vivo

Epimastigotes de 7! cruzi (1 g de peso liquido) se cosecharon en fase
exponencial de crecimiento y se lavaron dos veces con medio DME/F- 12 Base (libre
de Met, Gln, Leu, Lys, Sigma) (14,2 mg/ml) suplementado con 365 mg/l de Gln, 59,05
mg/l de Leu, 91,25 mg/l de Lys, 61,2 mg/l MgCls, 154,5 mg/l CaClz y 1,2 g/l de
NaHCOs. Los parasitos se resuspendieron en 5 ml del medio antes mencionado y se
incubaron en presencia de 6 M DNJ a 28 °C durante 20 min. Luego, se los repartid
en cinco alicuotas iguales y se agregdé 10 uM acido ciclopiazénico y 1 mM A23187
como se indica en la figura 2.14 y se incubé por otros 10 min. Se agregé [35S]Met y
[35S]Cys (1 mCi; >1000 Ci/mmol; EasyTag protein labeling mix, New England
Nuclear) a todas las muestras y se incubé por 5 min a 28 °C. Las suspensiones se
sometieron a centrifugaciones a baja velocidad y los precipitados se resuspendieron
en 1 ml del mismo medio suplementado con 3 mM Met, 3 mM Cys, 10 uM Aacido
ciclopiazénico y 1 mM A23187 segiin se muestra en la misma figura. Después de 10
min de incubacién las células se centrifugaron y se lisaron en hielo durante 30 min
con 500 ul de buffer 50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 1% NP-40, 300 mM
iodoacetamida y 100 uM E-64, pH 7,5. Los sobrenadantes obtenidos luego de
centrifugar se inmunoprecipitaron con suero antiCRT a 4 °C durante toda la noche

como se describi6 en la parte 1 de esta tesis.

Medida de actividad de GT

Los ensayos de actividad de GT se realizaron a 37 °C en 550 pl de una
solucién conteniendo 40 mM HEPES, 20 mM KCl, 5 mM CaClg, pH 7,4, 15 uM UDP-
[14C]Glec y 20 pM CI2(1-58)-M9. La reaccién comenzé con el agregado de 20 pg de GT
de higado de rata, a los tiempos indicados en la figura 2.15 se tomaron alicuotas de
10 pl y la reaccién se paré agregando 10 ul de buffer de lisis (160 mM Tris-HCl pH
8, 20% glicerol 0,1% azul de bromofenol, 10% B-mercaptoetanol y 5% SDS). Las

muestras se calentaron inmediatamente a 90 °C durante 10 min y alicuotas de 15 ul
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se sometieron a electroforesis en geles de tricina y SDS (Caramelo y col. 2004). Una
vez secado el gel se expuso en una pantalla de LE phosphor (Amersham Biosciences)
por 12 h y se revel6 en un Storm 820 Phospholmager. En las condiciones utilizadas
se verificé una relacién lineal entre la intensidad de la sefial éptica generada por el
aparato y la radiactividad presente en las muestras. Por otro lado, después de 110
min de incubaciéon se agregé 140 pl de la mezcla de reacciéon a 70 pl de 15 pM CRT
nativa o precalentada a 100 °C y alicuotas de 10 ul se trataron como se indic6 mas

arriba.

Efecto del calcio en la localizacion subcelular de CRT

Epimastigotes de 7. cruzi en fase exponencial de crecimiento (20 x
108/muestra) se incubaron con las cantidades de 4cido ciclopiazénico indicadas en la
figura 2.16 a 28 °C durante 10 min y luego se centrifugaron y congelaron. El citosol
se separ6 del RE por el procedimiento de fraccionamiento subcelular descripto en la
primera parte de esta tesis. Ambas fracciones se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamida con SDS y las CRT y BiP se identificaron por
inmunotransferencia. El contenido de CRT en cada fraccion se cuantific6 por

densitometria optica.



Resultados
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La union del calcio y la del glicano estabilizan a CRT de forma

independiente

En primer lugar, se examiné la influencia reciproca entre la unién del calcio y
del glicano a CRT a través de la estabilidad térmica y ante agentes
desnaturalizantes de esta dltima.

En presencia de 1 mM Ca2*, se determiné la temperatura de
desnaturalizaciéon de la CRT a distintas concentraciones de GIM9N2 siguiendo la
sefial de dicroismo circular (DC) a 275 nm. Se observé un aumento de la estabilidad
térmica de la CRT en relacién directa con la concentracién de glicano (Figura 2.5 A).
La especificidad de este comportamiento se comprueba por el hecho que el agregado
de MIN2 no tuvo efecto en la estabilidad térmica de la proteina (Figura 2.5 4). Un
perfil similar se obtuvo cuando se realizaron estas curvas en presencia de 10 uM
Ca2t 6 10 mM EGTA (no se muestra). Sin embargo, en ausencia del glicano la
temperatura de desnaturalizacion de CRT también depende de la concentraciéon de
calcio, aumentando de 40,1 °C cuando se determina en 10 mM EGTA a 46,8 °C
cuando se la mide en 1 mM Ca?* (Figura 2.5 B), confirmando observaciones previas
que muestran el efecto estabilizador del calcio (Corbett y col. 2000; Li y col. 2001). Al
representar la  temperatura media de desnaturalizacién en funcién de la
concentracion de glicano se pone de manifiesto que la unién del GIM9NZ2 estabiliza
a CRT por encima de lo que lo hace el calcio de forma aislada y siguiendo un
comportamiento saturable para todas las concentraciones de calcio empleadas
(Figura 2.5 B).

Se ha descripto con anterioridad que la deplecion de calcio promueve la
formacién de especies oligoméricas de CRT que son capaces de unir péptidos (Rizvi y
col. 2004). Se estudi6 cudles de estas formas son las que tienen la capacidad de unir
el glicano por cromatografia de exclusién molecular utilizando [1*CIGIM9N2 como
ligando. La CRT recombinante purificada eluye de una columna Superdex 200 como
un pico Unico con una masa molecular promedio de aproximadamente 180 kDa
cuando se la compara con la masa molecular de proteinas globulares usadas como

patrones. Este comportamiento anémalo puede explicarse argumentando que CRT
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es una molécula sumamente asimétrica. Aun asi, para verificar el estado de
agregacion de esta proteina se midié su tamano por dispersion estatica de luz y este

fue de 56 kDa, semejante al tamafio esperado para la especie monomérica (49,5

kDa).
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Figura 2.5: Efecto del calcio y los N-glicanos en la estabilidad térmica de CRT. A, Sefial de dicroismo
circular (CD) a 275 nm de la desnaturalizacién térmica de CRT en 1 mM Ca2* con el agregado de
G1M9ON2 6 M9IN2. B, Representacion de las temperaturas de desnaturalizacién medidas como en 4
en funcién de la concentracién de GIM9N2.
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Figura 2.6: Oligomerizacion de CRT. A y B, Oligomerizaciéon de CRT a 37 °C en presencia de 10 mM
EGTA (4) o 10 uM Ca?* (B evaluados por cromatografia de exclusién molecular en una columna
Superdex 200. CRT se incubd por los tiempos que se indican en la figura con anterioridad a ser
inyectadas en la columna /nset: Medida de la radiactividad eluida de la columna, el pico corresponde
a la unién de aproximadamente 5000 cpm [14C]-G1M9INZ2. El pico de radioactividad eluyé en el mismo
volumen que la CRT monomérica.

Incubaciones por periodos prolongados con 10 mM EGTA provocan la
aparicién de especies mas pesadas a 37 °C, pero no a 25 °C, pero sélo las formas

monoméricas de CRT preservan la capacidad de unir N-glicanos (Figura 2.6 A). Esta
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observaciéon indica que las formas oligoméricas de CRT no son funcionales, al menos,
desde el punto de vista de su actividad como lectina. Cuando el ensayo se realiza en
presencia de 10 uM CaZ?*, no se verifican cambios ni en la apariciéon de oligdbmeros ni
en su actividad lectina (Figura 2.6 B), lo que indica que son necesarias condiciones
severas de deplecion de calcio para que ocurra la oligomerizacion in vitro.
Finalmente, se determiné el efecto del calcio y de GIMI9N2 en la
desnaturalizacion de CRT inducida por urea. Al igual que lo que sucedi6 en el caso
de la desnaturalizacién térmica, el calcio también estabiliza a CRT (Figura 2.7 A).
Por otro lado, el agregado de GIM9N2 estabiliza el complejo a todas las
concentraciones de calcio medidas (Figuras 2.7 B, C, D y Tabla 2.1). Estos
experimentos apoyan la idea de que la interaccion entre CRT y el MN-glicano tiene
lugar sin importar la concentracién de calcio, dado que incluso en 10 mM EGTA el
N-glicano ejerce un efecto estabilizador y sugiere que el calcio y el glicano

contribuyen de manera aditiva e independiente a la estabilidad de CRT.

Tabla 2.1: Efecto del calcio y de GIMIN2 en la desnaturalizacién de CRT inducida por urea

GIMY9N2 10 uM AG(H20) (kcal/mol) M (kcal/mol/M) [UREAJs° (M)

3,7 1,6 2,32
[EGTA] = 10 mM
6,9 2,6 2,67
4,7 1,9 2,48
[Ca2] = 10 yM
8,1 2,6 3,19
— 6,5 2,1 3,09

[Cazt] =1 mM
+ 8,8 2,1 4,21
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Figura 2.7: Efecto del calcio y los N-glicanos en la desnaturalizacién de CRT inducida por urea. A4,
Desnaturalizaciéon inducida por urea de 1 uM CRT a 25 °C evaluada a través del centro de masa de

flurescencia de triptofanos. B-D, efecto del agregado de 10 uM G1M9N2 en la desnaturalizacién
inducida por urea de 1 uM CRT en presencia de 10 mM EGTA (B), 10 uM Caz* (0), y 1 mM Ca2+ (D).
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La actividad lectina de CRT no depende de la concentracion de calcio

Vassilakos y col. (Vassilakos y col. 1998) evaluaron el requerimiento de calcio
en la uniéon de los MN-glicanos monoglucosilados con CRT utilizando la proteina
mmovilizada. Este ensayo consiste en unir CRT a través de seis residuos histidina
agregados en su extremo C-terminal a una matriz de Ni2* y luego de incubarla con
[14C]G1M9ON2, medir la radiactividad retenida en la matriz. Si el ensayo se realiza
con agregado de 10 mM EGTA la radiactividad unida a la matriz es menor,
volviendo a aumentar con el subsiguiente agregado de calcio, aunque sin recuperar
los valores iniciales. Un ensayo similar realizado en nuestro laboratorio produjo

resultados practicamente idénticos (Figura 2.8). Asimismo, la matriz a la cual no se
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le uni6 CRT no presentdé capacidad significativa de unién del glicano radiactivo,

demostrandose de esta forma la especificidad del ensayo empleado.

Re-agregado de Ca** 10 mM
Agregado de Mg** 10 mM
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Figura 2.8: Efecto del calcio en la
unién del glicano a CRT. Efecto
del EGTA, del Ca2+ y del Mg?* en
la unién de [“C]-GIM9IN2 a CRT
inmovilizada en una matriz
quelante se Sepharosa- Ni2*.

Sin embargo, sorpresivamente se obtuvo un resultado diferente si el

requerimiento de calcio en la unién de los N-glicanos monoglucosilados con CRT se

evaluaba utilizando los mismos componentes en solucién (CRT y [4C]G1M9IN2) a

través de un equilibrio de dialisis (Figura 2.9), observandose que la cantidad de

ligando unido a CRT fue notablemente similar bajo condiciones que fueron desde 10

mM EGTA a 1 mM Caz?+.
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Figura 2.9: Efecto del calcio en la unién
del glicano a CRT. Equilibrio de dialisis
de GIM9N2 con 0,8 uM de CRT usando
3000 cpm de [“C]-GIMO9N2 como
indicador. Las curvas representan el
ajuste de los datos a un modelo de sitio
anico.

Con el objeto de resolver la aparente contradiccion entre ambos experimentos

se disend un tercer ensayo de unién en el que se utiliza como ligando el glicopéptido



Parte 2 — Resultados —134

G1M9N2-Asn modificado con FITC en el grupo amino del residuo Asn. Esta
modificacién permite medir la formaciéon del complejo CRT:glicano a partir de los
cambios de la anisotropia de fluorescencia de la fluoresceina al variar la
concentracion de CRT. Los valores de anisotropia medidos para el glicopéptido
modificado en ausencia de CRT fueron menores que aquellos medidos al agregar la
lectina, hecho indicativo del menor radio de giro y la consiguiente mayor libertad
rotacional del ligando libre. En concordancia con el ensayo de equilibrio de dialisis,
el complejo formado demostré tener una constante de disociaciéon similar para todas
las concentraciones de calcio empleadas, atin en presencia de 10 mM EGTA (Figura
2.10 y Tabla 2.2). Las constantes de disociacién fueron aproximadamente 0,2 pM, un
valor similar al que se obtiene por calorimétrica de titulacién isotérmica (ITC)
(Kapoor y col. 2003). La especificidad de este Ultimo ensayo se sostiene en las
siguientes observaciones: (i) un exceso molar de GIM9NZ2, pero no asi de MIN2, fue
capaz de desplazar el complejo formado y (i1) la anisotropia de fluorescencia de
MO9N2-Asn-FITC y de Tris-FITC se mantuvo constante al aumentar la concentracion
de CRT (Figura 2.10). Estas observaciones muestran el papel fundamental que juega
la glucosa terminal en la unién del N-glicano a la CRT y prueban que la apariciéon
del complejo lectina:glicano no es inducida de forma artificial por la modificacion
quimica con la sonda fluorescente. Asimismo, se observaron comportamientos
similares a 25 °C y 37 °C, aunque los valores de las constantes de union medidos a

esta Ultima temperatura fueron menores (Tabla 2.2).
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® G1MIN2-Asn-FITC Figura 2.10: Efecto del calcio en la

0,08 {5  G1MIN2-AsN-FITC + G1MIN2-Asn unién del glicano a CRT. Anisotropia de
B M9N2-Asn-FITC fluorescencia de GIMIN2-Asn-FITC,

A tris-FITC MIN2-FITC 'y Tris-FITC con

0,06 - concentraciones crecientes de CRT. La
. concentraciéon del ligando en todos los
casos se fij6 en 0,05 uM. El circulo

0,04 4 blanco indica el agregado de 30 uM
‘al g = o 6N 5 = G1IMI9N2 a la curva de G1IM9N2-Asn-
FITC. La unién se midié a 25 °C en 10

0,02 - A A N mM MOPS, 150 mM NaCl, 10 uM
AN S N AN = JAN CaCly, pH 7,5. Los resultados en otras

condiciones se muestran en la Tabla

00 05 10 15 20 25 22
[CRT] (uM)

Tabla 2.2: Unién de GIM9N2-Asn-FITC a CRT.

Kd (uM)=
Temperatura 25 °C 37°C
[EGTA] = 10 mM 0,23 + 0,06 1,6 +0,3
[Cazt] =10 pM 0,17 + 0,05 1,0+0,2
[Caz] =1 mM 0,24 + 0,06 0,9+0,2

2 Los valores son las medias * el desvio estandar de tres experimentos independientes.

A su vez, con el objetivo de comprender por qué se obtenian resultados
diferentes cuando la unién del glicano a la lectina se determinaba con todos los
componentes en solucién o con CRT inmovilizada se repitié este Gltimo ensayo pero
agregando 10 mM Mg?* a la muestra pretratada con EGTA y se observé una
recuperacion de la capacidad de unién similar a la que se observaba con el agregado
de Ca?t(Figura 2.8). Este resultado indica que el efecto observado refleja un
artefacto de la técnica utilizada y no un efecto del calcio en la actividad lectina de
CRT. Ademas, una electroforesis en geles de poliacrilamida de los sobrenadantes y
de la matriz tratada con EGTA, mostraron que parte de la CRT es desplazada de la
columna cargada con Ni2* lo que justificaria por qué luego de la readicién de los
cationes no se alcanzan los mismos valores de unién que sin el pretratamiento (no se
muestra).

Los resultados aqui presentados indican que la capacidad de lectina de CRT

es independiente de la concentracién de calcio.
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Para confirmar la independencia entre ambas actividades de CRT, se obtuvo
una proteina recombinante desprovista del dominio C-terminal. Como fue
mencionado en la introduccién, este dominio posee un sitio de unién a calcio de baja
afinidad (Kd=~2mM) y alta capacidad (une alrededor de 25 iones), siendo el
responsable de la actividad reguladora de calcio de la proteina. La eliminacién del
dominio C-terminal no alteré de manera significativa la estructura secundaria de la
CRT, pues se obtuvieron espectros de DC en el UV lejano practicamente idénticos
para la CRT y su forma truncada (CRT-AC) (Figura 2.11 4). Ademas, las constantes
de disociacion entre GIMIN2-Asn-FITC y CRT o CRT-AC fueron muy semejantes,
mostrando una variacién minima con la concentracion de calcio presente en el medio
(Figura 2.11 B y Tabla 2.3). Estas observaciones concuerdan con resultados
publicados previamente por otros grupos (Leach y col. 2002) y confirman que el

dominio C-terminal es prescindible para la actividad de lectina de CRT.
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Figura 2.11: Caracterizacion de CRT-AC. A, espectro de CD en el UV lejano de CRT y CRT-AC. B,
Unién de 0,05 pM de GIMIN2-Asn-FITC a CRT-AC seguido a través de la anisotropia de
fluorescencia con el agregado de 10 uM CaZ2+.

Tabla 2.3: Unién de GIM9N2-Asn-FITC a CRT-AC a 25 °C

Kd (uM)2

[EGTA] = 10 mM 0,33 £ 0,07
[Ca2] =10 uM 0,26 + 0,05
[Cazt] =1 mM 0,21+ 0,06

a Los valores son las medias * el desvio estandar de tres
experimentos independientes.
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La unién in vitro de glicoproteinas a CRT no depende de la concentracion

de calcio

S1 bien por lo demostrado hasta aqui, el calcio no afecta la actividad lectina de
CRT con respecto al glicano, cabe la posibilidad de que la afinidad de CRT por
glicoproteinas pueda verse afectada con la concentracién de este catién, pues su
ausencia podria inducir un cambio conformacional en la chaperona el cual podria
favorecer el establecimiento de contactos proteina-proteina, aumentando de esta
forma la afinidad por glicoproteinas. Para explorar dicha posibilidad se midi6 la
afinidad de CRT por glicoproteinas a través de un ensayo de desplazamiento por
glicoproteinas no marcadas del complejo CRT:G1M9IN2-Asn-FITC (Figura 2.12).
Como glicoproteinas modelo se utilizaron proteinas glicosiladas quimicamente
(neoglicoproteinas) derivadas del CI2, una proteina pequefla cuyo comportamiento
biofisico ha sido ampliamente caracterizado (de Prat Gay y col. 1995). La
incorporacién de un residuo de cisteina en el CI2 (E7C) mediante mutagénesis
dirigida permitié la unién covalente del glicopéptido G1IM9N2-Asn utilizando el
reactivo de entrecruzamiento sulfoSMCC, generando la neoglicoproteina CI2(1-64)-
G1M9. Como consecuencia del alto grado de exposicién que posee el residuo de
cisteina introducido, esta glicoproteina presenta una conformacién nativa muy
similar a la de su contraparte no glicosilada (Caramelo y col. 2003; Caramelo y col.
2004). La afinidad de CRT por CI2(1-64)-G1M9, determinada tanto con 1,1 uM como
3 uM CRT, fue idéntica a la medida para GIMIN2-Asn-FITC a todas las
concentraciones de calcio empleadas (Tabla 2.4). Por otra parte, en concordancia con
lo observado con los glicopéptidos, las constantes de unién medidas a 37 °C fueron
menores que aquellas medidas a 25 °C (Tabla 2.4). Vale la pena mencionar que se
obtuvieron valores de afinidad similares de CRT por GIM9N2 e inmunoglobulina Y
(una glicoproteina naturalmente monoglucosilada) al ser medidos por resonancia de
plasmén superficial (Patil y col. 2000). Si bien la afinidad de CRT por el CI2(1-64)-
G1M9 fue muy similar a la medida con el glicopéptido, existe la posibilidad que la
ausencia de calcio en el medio induzca la apariciéon de contactos hidrofébicos con sus

ligandos que no pudieron ser detectados por emplear una proteina en conformacion
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nativa en el ensayo de desplazamiento. Para profundizar en este tema, se utilizé una
segunda neoglicoproteina, CI2(1-61)-G1M9, la cual carece de los tultimos tres
aminoacidos del extremo C-terminal. Este fragmento tiene una conformacion de tipo
glébulo fundido, hecho evidenciado por un incremento en su capacidad de unién al
acido 8-anilinonaftaleno-1-sulfénico (ANS), una sonda fluorescente sensible a la
exposicion de parches de aminoacidos hidrofébicos. Vale la pena mencionar que los
derivados no glucosilados de estas dos neoglicoproteinas [CI2(1-64)-M9 y CI2(1-61)-
M9] exhiben un comportamiento muy diferente cuando se los utiliza como sustrato
de la GT. Mientras que el primero es un pobre aceptor de Glc, el segundo es
facilmente glucosilado porque muestra una conformacién que se espera en un
intermediario de plegamiento (Caramelo y col. 2004). Los valores de afinidad de
CRT por CI2(1-61)-G1M9, tanto a 25 °C como a 37 °C, fueron similares a los medidos
para GIM9N2-Asn-FITC y CI2(1-64)-G1M9 tanto en presencia de calcio como de
EGTA, indicando que la unién entre CRT y CI2(1-61)-G1M9 es independiente de la
concentraciéon de calcio y que las interacciones hidrofébicas no juegan un papel
importante en la unién de CRT a las glicoproteinas (Tabla 2.4). De haber existido un
aporte de dichas interacciones en la formacién del complejo, hubiera sido esperable
obtener valores de afinidad més altos por CI2(1-61)-G1M9 al compararlo con los
otros dos ligandos. Para confirmar que los cambios observados en la anisotropia
fueron originados por la competencia entre los ligandos por la CRT y no por la unién
directa entre las neoglicoproteinas y el glicopéptido fluorescente, se midieron los
cambios en la anisotropia de fluorescencia de GIM9N2-Asn-FITC al aumentar la
concentracion de la neoglicoproteina en ausencia de CRT, mostrando ser
practicamente indetectables (Figura 2.12). Sin embargo, la ausencia de interacciones
proteina-proteina con los ligandos empleados en este estudio no excluye la
posibilidad de que tales interacciones puedan ser importantes al emplearse como

sistema modelo otras glicoproteinas (ver préxima seccién).
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Tabla 2.4: Unién de glicoproteinas a CRT
Ligando CI2(1-64)-G1M9 CI2(1-61)-G1M9
Kd (uM)= Kd (uM)a
Temperatura 25 °C 25°C 37°C 25°C 25°C 37°C
[CRT] (M) 1,1 3,0 1,1 1,1 3,0 1,1

[EGTA]=10mM 0,25+0,08 0,20+0,07 1,2+0,3 0,30+0,10 028+0,09 1,3+0,3
[Cazl=10uM  0,16+0,07 0,18+0,06 0,702  020+0,04 022+0,06 0,9+0,2
[Ca2l=1mM  0,17+0,08 0,24+0,06 0,8+0,2 021+0,06 026+0,08 1,0+0,2

2 Los valores son las medias * el desvio estandar de tres experimentos independientes.

Las actividades in vitro como chaperona de CRT son independientes de la

concentracion de calcio

Mientras que la concentraciéon de calcio no afecté la unién de CRT a
glicopéptidos o glicoproteinas con distintos estados de plegamiento, la presencia del
cation podria tener un efecto en la actividad de CRT como chaperona AN-glicano
dependiente. Esta posibilidad se examiné midiendo el efecto del calcio en la
inhibicién de la agregacion mediada por CRT de IgY desnaturalizada quimicamente.
Asimismo, para estudiar la actividad de CRT de chaperona convencional o clasica,
N-glicano independiente, se utilizé la forma deglicosilada por peptidil N-glicanasa F
de esta proteina (PF-IgY). En todas las condiciones estudiadas, que variaron desde
10 mM EGTA a 1 mM calcio, la CRT fue capaz de disminuir la agregacién de IgY de
manera similar (Figura 2.13 4) PF-IgY mostré una tendencia mayor a agregarse que
IgY, probablemente debido al incremento en la solubilidad que le otorgan a esta

ultima los glicanos, pero CRT también disminuy6 su agregacién de manera calcio
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independiente (Figura 2.13 B). Cabe destacar aqui que al usar PF-IgY como sustrato
fue necesario emplear concentraciones de CRT seis veces mas altas con el fin de
obtener una inhibicién de la agregacién similar a la observada con el sustrato
glicosilado. De estos experimentos puede concluirse que tampoco la actividad de
chaperona de CRT se ve afectada por la concentracion de calcio, observaciéon valida
tanto para proteinas glicosiladas como no glicosiladas. También, hay que resaltar
que como estos ensayos fueron realizados a 37 °C y 31 °C, temperatura a la que CRT
no muestra ningun cambio conformacional detectable, se pueden descartar efectos

espureos debido a la inestabilidad térmica de la lectina.
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Figura 2.13: Actividades de chaperona de CRT. Ay B, Efecto del calcio en la agregacién de 0,5 uM de
IgY desnaturalizada (4) y PF-IgY desnaturalizada (B) evaluado por densidad éptica a 360 nm con o
sin el agregado de 0,5 pM (A4) o 3 uM (B) de CRT. Los ensayos se realizaron en 10 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, pH 7,6 con el agregado de EGTA o Ca2* como se indica en cada caso. La concentracién final
de ambos sustratos fue 0,5 pM de cadenas H y L monoméricas. Las muestras se agitaron
contantemente a 37 °C y 31 °C para IgY e PF-IgY, respectivamente. Los valores a cada concentracion
de calcio se normalizaron con el valor maximo obtenido sin CRT.

La concentracion de calcio en el RE no afecta la asociacion in vivo entre CRT

y glicoproteinas en proceso de plegamiento

Para estudiar el efecto de la variacién de los niveles de calcio en la asociaciéon
entre CRT y glicoproteinas in vivo se utilizaron células de 7. cruzi. Nuevamente,
dada su abundancia, se escogié la CZ como ligando. El contenido de calcio del RE
puede modularse con el agregado de acido ciclopiazoénico, que inhibe la fosforilacion

del ortélogo de la bomba SERCA de células animales, y también con el iondforo de
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calcio A23187, el cual facilita la difusion del calcio a través de las bicapas lipidicas.
Habitualmente en células de mamifero se utiliza tapsigargina como inhibidor de la
SERCA, pero la isoforma de la bomba presente en los parasitos es insensible a dicha
droga, siendo necesario el empleo del acido ciclopiazénico para lograr un efecto
similar (Fuyura y col. 2001). Las células se marcaron con [35S]-Cys y [35S]-Met antes
o después del agregado de las drogas, se lisaron e inmunoprecipitaron con suero
antiCRT. Los inmunocomplejos formados se analizaron mediante electroforesis de
SDS-PAGE. Mediante este procedimiento se puede determinar si la movilizacion del
calcio afecta la formacién del complejo CRT:CZ o la estabilidad de los complejos ya
establecidos. Asi, cuando las células se marcaron y luego se trataron con acido
ciclopiazénico, s6lo o junto con A23187, la intensidad de la banda de CZ fue similar a
la de las células no tratadas (Figura 2.14). Esto muestra que, en concordancia con
los resultados obtenidos in vitro, la deplecion de calcio no afecta la interaccién
CRT:CZ una vez que esta se establecido. Sin embargo, el resultado fue diferente
cuando la concentracién de calcio fue disminuida antes de la marcacién. En este
caso, si bien se pudo detectar la senal de CZ cuando se empled acido ciclopiazonico,
dicha senal fue de menor intensidad que su correspondiente del experimento
anterior, y al emplearse ambas drogas para movilizar calcio la formaciéon del
complejo fue practicamente abolida. Por lo tanto, como la variacion en los niveles de
calcio no afecta la estabilidad de los complejos ya formados, esta tltima observacion
sugiere fuertemente que la deplecion de calcio in vivo afecta la actividad de la GT,
siendo este efecto el motivo de la desapariciéon de los complejos con la lectina. En
relacién con esta conclusion, cabe destacar que la GT requiere calcio en el orden

milimolar para su actividad (Sousa y col. 1992).
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Figura 2.14: Efecto de la movilizacion de calcio en la asociacion de CZ a CRT en 7. cruzi
Epimastigotes de 7| cruzi se marcaron con [35S]-Met y [35S]-Cys antes o después del agregado de 4cido
ciclopiazénico y/o A23187. Luego se lisaron y se inmunoprecipitaron con suero antiCRT. Los
inmunocomplejos resultantes se separaron por SDS-PAGE 10 % y se revelaron por autorradiografia.

éParticipa CRT en aliviar la inhibicion por producto de GT?

Usualmente, cuando se mide actividad de GT en ensayos libres de células la
generacion de producto se detiene luego de un cierto periodo de incubacién. Esto
puede atribuirse a la pérdida de actividad de la enzima, al agotamiento de los
sustratos o a la inhibicién de la enzima por los productos de reaccién (glicanos
monoglucosilados unidos a proteina con una conformacién no nativa y/o UDP).
Aunque la inhibicién de enzimas glicosiltransferasas por nucleétidos difosfato es un
hecho bien documentado incluso para la GT, el efecto de pérdida de actividad se
observa a concentraciones de UDP que estan muy lejos de las necesarias para
gjercer un efecto inhibitorio sobre la enzima. Para estudiar la posible inhibicién de
GT por el otro producto, las glicoproteinas monoglucosiladas, se midié la actividad
enzimatica usando un sustrato soluble el cual presenta una estructura de glébulo
fundido bien caracterizada, el CI2(1-58)-M9N2.

En dicho ensayo pudo observarse que al cabo de 100 min de reacciéon la
formacién de producto practicamente se detuvo (Figura 2.15). No se observé ningin
incremento en la concentracién de producto ya formado cuando se agreg6 a la mezcla
de reaccion CRT precalentada a 100°C durante 30 min. Por el contrario, si se
observé una recuperacion de la actividad enzimatica al agregarse CRT nativa
(Figura 2.15). Este resultado descarta las dos primeras explicaciones mencionadas

mas arriba asi como también la inhibicion por UDP y sugiere que la actividad
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continua de GT a largo plazo depende de la presencia del sistema de lectinas, las
cuales removerian los productos de GT dentro del superpoblado ambiente del RE. De
esta manera, el rol de CRT seria complementario al de la GII. Sin embargo cabe
aclarar que este experimento, si bien lo sugiere, no es una demostracién definitiva
de una inhibicién por producto de la actividad de la GT. Una prueba definitiva de
dicha hipétesis requeriria una medicion directa de dicho efecto, midiendo la
actividad enzimatica en condiciones de velocidad inicial bajo concentraciones
crecientes de producto. Si embargo, el glicopéptido GIM9IN2-Asn utilizado para la
sintesis de las neoglicoproteinas en esta tesis tiene una pureza del 80 %, siendo el
principal contaminante el glicopéptido MIN2-Asn, justamente aquel que es utilizado
para sintetizar los sustratos de la GT. Si bien este nivel de impureza no afecta la
mediciéon de la unién a CRT, si influye considerablemente al realizar ensayos de

inhibicién por producto de la GT.
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El movimiento de calcio afecta la localizacion subcelular de CRT

Los resultados anteriores sugieren que el dominio C-terminal de CRT
funciona como una unidad relativamente independiente encargada de regular la
concentraciéon de calcio y sin afectar las propiedades de lectina-chaperona de CRT.
Cabe preguntarse aqui por qué durante la evolucién se mantuvieron dos funciones
tan importantes en una misma proteina si ambas son independientes. Posiblemente
el dominio C-terminal cumple funcionas adicionales mas alla de su conocido papel

como regulador de calcio, y en base a lo expuesto en la introduccion acerca de las
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multiples localizaciones intracelulares de CRT, se especul6 que la unién del calcio al
dominio C-terminal podria tener un rol en la regulaciéon de dicha localizacion. Como
una primera aproximacion para evaluar esta hipétesis se utilizaron epimastigotes de
T. cruzi que se trataron con acido ciclopiazonico y luego se separaron el citosol del
RE por el procedimiento de fraccionamiento subcelular descripto en la primera parte
de este trabajo y se identifico CRT por Western blot. Al cuantificarse el contenido de
CRT en ambas fracciones por densitometria optica se observé que en ausencia de
acido ciclopiazonico la cantidad de CRT en el citosol representa aproximadamente el
10% del total, mientras que la deplecién de calcio del RE provoca un incremento de
dicho porcentaje aproximadamente 3 veces (Figura 2.16 Ay B). Sin embargo, cabe la
posibilidad de que la CRT observada en el primer sobrenadante no provenga del
citosol, sino mas bien que sea producto de una lisis parcial del RE. Para descartar
dicha posibilidad se estudié por Western blot la presencia de BiP, la HSP70
residente del RE, no encontrandose en ninguna condicién experimental ninguna
traza de dicha proteina en el primer sobrenadante. Este ultimo experimento
confirma que el RE no fue dafiado durante el experimento, y que efectivamente la
CRT detectada en el primer sobrenadante proviene de la fraccién citoplasmatica.

(Figura 2.16 Ay B).
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Figura 2.16: Efecto de la movilizacién de calcio en la localizacién subcelular de CRT. A4,
Epimastigotes de 7. cruzi se trataron con las concentraciones que se indican en la figura de acido

ciclopiazénico y se separo el citoso
describe en Materiales y Métodos

1 del RE por el procedimiento de fraccionamiento subcelular que se
Parte 1. Luego, estas fracciones se sometieron a una electroforesis

en geles de poliacrialamida y se analizaron por inmunotransferencia con antisueros para CRT y BiP.
B, Representacién de la cuantificacién por densitometria Optica de las bandas de CRT que se

muestran en A.
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El RE juega un rol esencial en una variedad de procesos celulares que
incluyen el almacenamiento de calcio, la sintesis de lipidos, y la modificacion
postraduccional y plegamiento de las proteinas de la via secretoria (Gething y
Sambrook 1992; Bergeron y col. 1994; Williams 1995; Trombetta y Helenius 1998;
Ellgaard y col. 1999; Ferrari y Soling 1999). El lumen del RE es un ambiente
dinamico perfectamente diseiado para cumplir estas tareas, que contiene una gran
variedad de chaperonas y enzimas catalizadoras del plegamiento asi como una
concentracion éptima de iones y nucledtidos. Asimismo, el ambiente oxidante de este
compartimiento asegura las condiciones necesarias para la formacion de los puentes
disulfuro de aquellas proteinas que asi lo requieran. Diversos estudios
experimentales indican que los cambios en la concentraciéon de Ca2* en el lumen del
RE afectan muchas de sus funciones, tales como el plegamiento, las modificaciones
postraduccionales y la secrecion de proteinas, al igual que las interacciones
chaperona-chaperona y chaperona-sustrato (Booth y Koch 1989; Lodish y Kong
1990; Sambrook 1990; Lodish y col. 1992; Baksh y col. 1995; Meldolesi 1998;
Meldolesi y Pozzan 1998; Vassilakos y col. 1998; Corbett y col. 1999).

La CRT es una de las principales proteinas del lumen del RE que unen calcio.
Esta proteina se divide en tres dominios estructurales: el dominio globular (N-
terminal), el brazo extendido o dominio P y el dominio C-terminal (Schrag y col.
2001). El primer dominio contiene un sitio de unién a calcio de alta afinidad y baja
capacidad y el dltimo tiene otro sitio de baja afinidad y alta capacidad (Baksh y
Michalak 1991). En el RE la CRT cumple dos funciones principales: a través de su
actividad como lectina-chaperona localizada en los dominios N-terminal y P funciona
como chaperona no convencional de glicoproteinas, y a través del sitio de uniéon de
calcio localizado en el dominio C-terminal actia como regulador del nivel de calcio
del RE (Michalak y col. 1999). Es importante considerar que CRT responde a las
fluctuaciones en los niveles de calcio modulando su capacidad de interaccién con
otras proteinas del RE (Corbett y col. 1999), motivo por el cual es esperable que los
cambios en la concentracién de este cation puedan tener serios efectos en la

estructura, la estabilidad y la actividad de CRT.
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La opiniéon prevalente acerca del requerimiento de calcio de la CRT para
funcionar como lectina proviene principalmente de experimentos realizados por el
grupo de David. Williams (Universidad de Toronto) en los cuales se utiliz la lectina
inmovilizada a una matriz (Vassilakos y col. 1998). Un experimento similar fue
realizado en nuestro laboratorio, y consistentemente con el trabajo citado, se observo
que la CRT inmovilizada es incapaz de unir GIM9N2 cuando se la incuba con un
agente quelante del calcio. Inesperadamente, mediante otras dos técnicas
experimentales independientes que utilizan ambos componentes del equilibrio de
unién en solucién, se pudo establecer que la unién al glicano no depende de la
concentracion de calcio. Dicho resultado se vio reforzado por el hecho que el glicano
G1IMIN2 estabiliz6 a CRT frente a la desnaturalizaciéon térmica y quimica, incluso
en presencia de 10 mM EGTA. Si bajo estas condiciones no fuese posible la unién
entre CRT y el M-glicano no se observaria un efecto estabilizador del glicano sobre la
proteina, una prediccion ejemplificada por el efecto nulo ejercido por MIN2 durante
el desplegado térmico de la lectina. Sin embargo quedan por explicarse las
observaciones realizadas en el experimento con la CRT inmovilizada. Puede
especularse que en ausencia de calcio la CRT inmovilizada interaccionaria con la
matriz de Ni2* a través de sitios distintos de los residuos de histidina agregados para
tal fin, afectando sus propiedades dinamicas y alterando asi su actividad de lectina.
En este sentido, un analisis de la estructura primaria de la proteina revela una gran
cantidad de residuos cargados negativamente a lo largo de toda la secuencia, los
cuales podrian asociarse con la matriz de forma inespecifica y alterar sus
propiedades funcionales. Es concebible que el agregado de un catién divalente como
el calcio pueda romper dichas interacciones. Justamente, si en lugar de calcio se
utiliza otro cation divalente, el magnesio, se obtiene un resultado similar. Como la
CRT no necesita magnesio para su actividad de lectina, la recuperaciéon de la
capacidad de unién de glicanos se deba probablemente a un efecto no especifico de
los cationes divalentes en las propiedades dinamicas de la CRT inmovilizada.

Se ha propuesto que el estrés en el RE podria inducir cambios

conformacionales en CRT que podrian facilitar el reconocimiento de péptidos y



Parte 2 — Discusion —149

proteinas. Consecuentemente, la actividad de CRT como chaperona no convencional
basada en MN-glicanos podria cambiar a la de una chaperona "clasica" frente a una
deplecién de calcio, la eliminacién del dominio C-terminal, o frente a estrés térmico,
con la concomitante aparicion de formas oligoméricas de CRT que muestren
propiedades de unién a péptidos (Rizvi y col. 2004). El estudio cuantitativo realizado
en esta tesis descarta estas especulaciones, al menos para el caso de las
neoglicoproteinas empleadas. Las constantes de unién a CRT a 25 °C y 37 °C de dos
neoglicoproteinas, una que presenta una conformacién nativa y otra una
conformacién de tipo glébulo fundido, fue similar a las obtenidas con G1IM9N2-Asn-
FITC en todas las condiciones experimentales empleadas, incluyendo la presencia de
EGTA. Esto sugiere que las interacciones proteina-proteina no juegan un papel
predominante en el sistema experimental wutilizado. Sin embargo, estas
observaciones no excluyen la posibilidad que con sustratos mas hidrofébicos las
interacciones proteina-proteina puedan ser importantes. Ademas, aunque la
incubacién a 37 °C en presencia de 10 mM EGTA promovié la aparicién de formas
mas pesadas de CRT, sélo las formas monoméricas retuvieron la actividad de unién
a N-glicanos. Por lo tanto, las formas oligoméricas de CRT o bien son el resultado de
un proceso que anula la actividad de lectina para transformarla en una chaperona
convencional, o bien son intermediarios en un proceso de desplegado disparado por
la deplecion de calcio. De cualquier manera, para que ocurra el proceso de
oligomerizacion de CRT in wvitro la concentraciéon de calcio debe mantenerse
extremadamente baja por un largo periodo de tiempo, situacién que es altamente
improbable que ocurra en una célula viva. La capacidad de CRT de suprimir la
agregacion de IgY y PF-IgY desnaturalizadas quimicamente no fue afectada por la
ausencia de calcio, mostrando que no sélo la capacidad de lectina-chaperona de CRT
no depende del calcio sino tampoco la actividad de chaperona clasica, independiente
de MN-glicanos.

También se estudié el mecanismo mediante el cual el calcio y los MN-glicanos
afectan la estabilidad térmica y frente a agentes desnaturalizantes de CRT. Ambos

ligandos aumentan la estabilidad de CRT en un modo que aparenta ser aditivo,
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sugiriendo que estos interaccionan de forma independiente con la proteina. Ademas,
la actividad lectina de CRT-AC fue 1idéntica a la observada para CRT, en
concordancia con resultados previos que muestran que el dominio C-terminal no
tiene efectos en la unién a glicanos (Leach y col. 2002). Resumiendo, contrariamente
a lo que se asume, la concentraciéon de calcio no influye en las actividades de
chaperona de CRT dependientes o independientes del MN-glicano, al menos en
ensayos in vitro.

Con el propoésito de trasladar esta conclusion a la situacién que puede suceder
in vivo se utilizaron epimastigotes de 7. cruzi que, como se mencioné anteriormente,
transfieren a las glicoproteinas nacientes el glicano M9N2 por lo que las formas
monoglucosiladas aparecen inicamente como consecuencia de la actividad de la GT.
En este sistema, la deplecién de calcio del RE no afecté la estabilidad de los
complejos CRT:CZ una vez establecidos. Por el contrario, cuando se redujo la
concentracion de calcio antes que se estableciese la interacciéon, entonces si se
observ) una disminucién en la cantidad de CZ asociada a CRT. En este sentido, al
hacer mas extrema la reduccién de calcio incluyendo el ion6foro A23187 la formacién
del complejo fue completamente suprimida. Este resultado sugiere que el
componente del sistema de control de calidad que se altera con una depleciéon de
calcio es la GT y no la CRT. Estos resultados son similares a los observados para la
unién de la molécula H2-Ld del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I
(MHC 1) a la CNX, donde el A23187 impide la formacién del complejo pero no la
afecta una vez formado este (Capps y Zuniga 1994). Por otra parte, el agregado de
un inhibidor de la SERCA, la tapsigargina, no alterd la cantidad de tiroglobulina
unida a CNX y CRT, aunque la cinética de disociacién se vio acelerada (Di Jeso y col.
2003). Estas observaciones apoyan la idea de que in vivo la variacién de la
concentracion de calcio tampoco altera la actividad de lectina-chaperona de CRT.

Por otra parte, analizando la relacion entre la actividad de GT y la presencia
de CRT en el medio, puede especularse que esta ultima actia atrapando los
productos de la primera, separandolos de ella y aliviando la inhibicién que se

generaria en el superpoblado ambiente del RE. Esta activacion de la actividad de GT
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luego del agregado de CRT también fue observado recientemente por otro grupo, que
ademas reporté que dicho comportamiento era dosis dependiente y que una mutante
de CRT carente de actividad lectina no tenia efecto en la formacién del glicano
monoglucosilado catalizada por la GT (Totani y col. 2005). Estos resultados
refuerzan la idea de la interdependencia funcional entre los distintos componentes
del sistema de control de calidad de plegamiento de glicoproteinas.

Por dltimo, ya que la funcién lectina y la de union a calcio de CRT son
independientes cabria preguntarse por qué ambas funciones biolégicas han sido
mantenidas en la misma proteina a lo largo de la evolucién. Teniendo en cuenta que
1) el dominio C-terminal es un dominio nativamente desestructurado, 2) la Kd de
este dominio por el calcio estda en el orden mM, indicando que las fluctuaciones
fisiolégicas de este catién en el RE afectaran la cantidad unida a la proteina, 3) las
proteinas mal plegadas son retrotraslocadas al citosol para su degradacién (ERAD) y
4) en una proteina con varios dominios es suficiente que uno de ellos esté mal
plegado para que toda la proteina sea sustrato de ERAD, propusimos la hipétesis
que al disminuir la concentracion de Ca?* del RE, el dominio C-terminal de CRT
podria desestabilizarse y hacer que CRT sea susceptible de ser traslocada al citosol,
donde por un mecanismo desconocido podria escapar a la degradacion proteasomal y
cumplir alli las maultiples funciones que se le atribuyen. Como una primera
aproximaciéon para evaluar esta hipoétesis, estudiamos si las variaciones en la
concentracion de calcio del RE tenian algin efecto sobre la localizacién subcelular de
CRT y observamos que al inhibirse la SERCA de 7. cruzi con acido ciclopiazénico
aumentaba CRT en el citosol.

Recientemente se publicaron dos trabajos que estudian el origen de la CRT
citosélica y que llegan a distintas conclusiones. En (Shaffer y col. 2005) los autores
proponen que la gran diversidad de péptidos senal de las proteinas de la via
secretoria no representa una falta de presién selectiva para mantener una secuencia
exacta sino que, por el contrario, dicha variedad tiene consecuencias funcionales,
como ser, distintas eficiencias en la interaccién con la maquinaria del traslocén. De

esta manera, existirian péptidos que hacen que unas proteinas se inserten en el
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lumen del RE con mas eficiencia que otras. Asi, la CRT posee un péptido senal que
se inserta en la membrana del RE y es escindido por la peptidasa de péptido senal,
pero luego la proteina no quedaria fuertemente asociada al traslocon y se “deslizaria
hacia atras” generando la forma citosélica de CRT. Sin embargo, la mayoria de los
ensayos que les permiten llegar a esta conclusion utilizan sistemas de membranas
reconstituidas, en donde también podrian estar afectandose otros procesos y algunos
de los resultados obtenidos podrian justificarse en el marco de otra teoria. Por otra
parte, en (Afshar y col. 2005) demuestran por medio de ensayos elegantes que, in
vivo, CRT se inserta completamente en el RE y que una vez alli es retrotraslocada al
citosol. En este trabajo también se demuestra que el dominio C-terminal es
necesario y suficiente para que la retrotraslocacién ocurra. Hasta el momento las
Unicas proteinas conocidas que retrotraslocan son aquellas mal plegadas o mal
ensambladas, la cadena pesada del MHC I cuando las proteinas US11 y US2 del
citomegalovirus humano la dislocan de la membrana del RE, y la cadena Al de la
toxina colérica (Shamu y col. 1999; Tsai y col. 2002; van der Wal y col. 2002; Lencer
y Tsai 2003). Una vez en el citosol las proteinas mal plegadas y el MHC I son
degradados, mientras que la toxina bacteriana escapa de la degradacion
presumiblemente como una consecuencia de su bajo contenido de lisinas, hecho que
evitaria su poliubiquitinaciéon y el consecuente reconocimiento por el proteasoma
(Rodighiero y col. 2002). Este no seria el caso para la CRT, pues tiene un alto
contenido de lisinas (37 de un total de 400 aminodcidos), sin embargo tampoco se
observé que esta proteina fuese modificada con ubiquitinas (Afshar y col. 2005). Otra
posibilidad es que una vez en el citosol CRT adopte una conformacién no susceptible
a ser degradada, una posible consecuencia del efecto que tienen diversos factores
como Ca2*, Zn2* y ATP en la estabilidad conformacional de CRT (Corbett y col. 2000).
Podria ocurrir que al aumentar la concentracién de calcio en el citosol el dominio C-
terminal de la CRT retrotraslocada se reestructure y evite asi la degradacién. A su
vez, la conformacién de CRT podria ayudar a especificar el reconocimiento del
sustrato determinando si se une a carbohidratos o a proteinas (Saito y col. 1999;

Rizvi y col. 2004). Efectivamente se ha demostrado que la unién de CRT a receptores
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nucleares de hormonas esteroideas y a integrinas depende del calcio. Asimismo, los
niveles de calcio presentes en el nucleo determinan la capacidad de CRT para
participar en los procesos de exportacién ya descriptos (Holaska y col. 2002). Por lo
que, sin lugar a dudas, el calcio sigue jugando un papel fundamental en la actividad
de CRT aun después de haber sido retrotraslocada. Sin embargo, tampoco puede
descartarse la fosforilaciéon como la fuerza impulsora de un cambio conformacional,
pues diversos trabajos ha identificado dicha modificaciéon postraduccional en la CRT
citosélica (Singh y col. 1994; Droillard y col. 1997; Li y col. 2003) y existe un sitio de
fosforilacion en el dominio N-terminal de CRT.

Finalmente, dado que CRT es el primer ejemplo de una proteina eucariota que
sufre retrotraslocacién para cumplir una funcién en el citosol, se puede vislumbrar
un interesante campo de investigacion acerca de las senales reconocidas por la
maquinaria de retrotraslocaciéon, el mecanismo por el cual CRT atraviesa la
membrana del RE y los factores que determinan la conformacién que adquiere en el

citosol y le permiten desarrollar sus nuevas funciones biolégicas.
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