UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

FACULTAD DE BIOQUIMICA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

Laboratorio de Enzimologia Molecular
Laboratorio de Bioquimica Microbiana

Instituto de Agrobiotecnologia del Litoral

Metabolismo de oligo- y polisacaridos en
microorganismos. Estudio comparativo de
nucleotido-azlcar pirofosforilasas.

Lic. LUCILA INES MARTINEZ

TESIS PARA OPTAR AL TiTULO DE DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Director: Dr. Sergio A. Guerrero
Codirector: Dr. Alberto A. Iglesias

2010

\@I A L

% CONICET
s

Laboratorio de ‘\ ’
Enzimologia Molecular



Agradecimientos

Desde muy chiquita mis papas me decian “ ... siempre deci GRACIAS .....” y yo con el
paso de los afios entendi el significado de ese “siempre” y supe que uno debe ser
agradecido de las cosas lindas que vivid, de los momentos y personas que te regalaron
felicidad y alegria, pero también de esos momentos que la pasaste mal, que te hicieron
doler y que preferirias olvidar...; porque detrds de esas cosas dolorosas seguro hubo algo
que aprender; tal vez penséas que se te viene el mundo a bajo, pero al rato salis del bajon y
entendés que con ellas uno puede tomar fuerza y sumar experiencias que serviran para dar
nuevos pasos y estar mas preparados para continuar con el viaje. Por eso, hoy me encuentro
agradeciendo a todas las personas que fueron participes de lo bueno y lo malo de estos
cinco afios de doctorado, porque estoy convencida que todo suma a la hora del balance. Por
eso, GRACIAS...

A la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas y la Universidad Nacional del Litoral
por haber aceptado y permitido realizar este trabajo de Tesis, también a todos los
organismos que lo financiaron: la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica
(ANPCyT) y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
por haberme otorgado las Becas de Postgrado que permitieron elaborar este trabajo de
Tesis.

Al Dr. Sergio Guerrero, por haberme animado en realizar el doctorado, por su direccion, su
paciencia, charlas y consejos. Al Dr. Alberto Iglesias por darme la posibilidad de realizar
este Trabajo de Tesis y por dirigirlo.

A esa persona que desde mi primer dia en el laboratorio empezd a construir un relacion
inmejorable, Vane, una amiga como pocas, que estd y estuvo a mi lado dia tras dia, que con
un simple “hola Luci, ;coOmo estas?” me bastd para ponerle ganas al dia de trabajo, que con
un simple abrazo me levantd el animo cuando me sentia abatida, la que escucho
atentamente mis penas y pesares y con una sencilla palabra de aliento me hizo entender que
no todo esta perdido. A ella, que confié en mi para guardar sus secretos, la que siempre
estuvo con una sonrisa a la hora de miles de festejos. Infinitamente gracias por estar a mi
lado todos estos afios (te los debo). Salud Vane!!! con un rico tinto pero sin volcar !!!

A el pibe mas loquito que conoci en mi vida, Matias, gracias por tu preocupacion continua

por como me siento, por regalarme tu cuota diaria de energia positiva en los pasillos



laboratorio, por el carifio que me regalaste todos estos afios y por jugar carreras de patines
flojos conmigo. Perdon si alguna vez te puse la traba. A tu salud brindo!!! (Después de una
lassagna por supuesto).

Al que desde mi primer dia en el otro laboratorio me hizo sentir parte del lugar, me recibid
con los brazos abiertos y confié en mis capacidades organizativas y de logistica, Carlitos,
ese compaifiero que logrd ser amigo, con su calida y respetuosa presencia hizo que me
sienta mas que a gusto. Gracias por los consejos y datos utiles a la hora de ponerse serios y
trabajar en la mesada, s6lo vos podes soportar con tanta paciencia las miles de preguntas
que me surgieron durante el trabajo. Gracias por compartir tantos encuentros, viajes,
fondues, y mas, y por ayudar en la lucha diaria por ganar la radio. Gracias por respetar mis
silencios y también por poguear juntos tantos rockandroles. Salud amigo (claro con fernet
en probeta de 500 ml)!!!

A Dieguito, el Dr, ese que tuve que soportar tan gustosamente hablandome
enamoradamente de las 6xidos reducciones, al apasionado de todo, al que més de una vez
me retd y traté de hacerme entender como es esto de la quimica en la vida, por sus clases de
biologia marina después de un tequila, por preocuparse por mis resultados de la mejor
manera. Por bancarse mis bromas y por ser un excelente petizo, laburador y compafiero de
congresos parasiticos. Brindamos con una masas finas de la 9 de Julio!!!

Mil gracias a Ana, por tu carifio silencioso, por hacerme llorar y reir a la vez con tus
secretos de familia, por respetar mis locuras a la fuerza, por intentar que la armonia se
instale. Por las palabras de aliento siempre. Sin tus clases de actividad enzimatica verdosas
y radiactivas este trabajo no seria posible. Gracias por el afecto de todos estos afios. A tu
salud con helado de frutilla!!!

A Gabi por meterse de a poco en mi vida, por regalarme esos disparates que mas de una
vez me sirvieron para levantar el animo, por palabras, palabras y mas palabras que
generamos en los momentos de descanso. Por hacerme participe de tus alegrias, escuchar
mis locuras y animarme constantemente. ;Brindamos con un chicharrén recién hecho?.
Claro que también quiero decir gracias a Vani porque en este tltimo tiempo te acercaste a
mi y de ahi no pude para de reir. Tus canciones inventadas, otras traidas de afos luz, tus

rimas cientifico-chabacanas son la cuota justa de humor que un becario necesita para



sobrevivir entre papers, seminarios y teorias. (Me parece que quedd una cervecita negra en

la heladera del Ale, la abrimos?). No puedo dejar de agradecer a Vane, Gabi y Vani por

Al Crithidiasman, Matias, por tu disparatada y ciclotimica presencia que tanto me divierte,
por el afecto en forma de abrazo volador !!!. También al Ale, que con tu presencia
respetuosa y prolija pusiste la mejor energia para tratar con alumnos tan dispersos, mil
gracias por ser el mejor maestro cervecero !!!, a Ceci por su infinita paciencia y carifio, por
entender mis angustias y tratar de levantarme el animo siempre, por tan delicada compaiiia
entre pipetas y tubos, a Matias por dedicarme exclusivamente una cancion al son de “Lu,
Lucita, Lucecita” y por la ayuda indispensable cuando la informatica me supera; gracias a
Mabel, por compartir tu cocina y por recibirme con tanta buena onda, por cantar conmigo
en varias ocasiones los hitos redondos, Vencedores vencidos y la Bestia Pop... a brillar !!!.
A Vero, por tus charlas secretas de pasillo, por los consejos intercambiados y por soportar
mis locuras tanto tiempo. Muchas gracias a César por ¢l carifio y respeto que me regalaste,
por compartir divertidas historias de vida. A todos los que integran/ron este equipo de
trabajo: Caro, Gaston, Belén, Esteban, Jorge, Erika, Andrea, Lisi, Johana, Mechi, Matias
H, Ana, Jimena, Silvia y Virginia. Todos ustedes son parte de este trabajo, gracias por
aguantarme todos estos afios.

A Dr. Sergio Garay del Departamento de Fisica, gracias a su dedicacion y esfuerzo en
ayudar a realizar los modelos de las proteinas con las que trabajamos, por su enorme trabajo
aportado y por estar siempre dispuesto a contestar mis dudas. A la gente de el LETH, por
recibirme en su laboratorio, por los equipos prestados y por estar atentos a darme una
mano; mencidon especial: Lucas por ser un excelente compafiero-amigo, por los lindos
momentos que disfrutamos !!!. Asi también a la gente de Biologia, “los de arriba” y “los de
abajo”, por material, equipos y consejos intercambiados, por su solidaridad constante y
desinteresada, gracias por ser excelentes companeros !!!.

Especialmente a Vale, acelerada y con los oidos bien abiertos escuchaste mis relatos,
soportaste mis lagrimas y me aconsejaste, me retaste y me pusiste en orbita cuando me iba
a pique. Me llenaste de alegria con tus disparates de mama, gracias por hacerme participe
de tu hermosa familia y por soportar mi distancia. Vir, desde el primer dia en la Nifio Jesus

supe que eras especial, gracias por tantos dias de alegria, por estar cerca a pesar de estar



lejos, por ser mi amiga infinita. No se como agradecerles que hayan caminado junto a mi
todos estos afios. Gracias amigazo Coqui !!!. Paula, Agustina, Cele y Yani gracias por su
disparatada amistad.

A esos con los que rio al ritmo de los movimientos, con los que comparto los pisos y
escenarios mas diversos, los que forman parte de ese digalo con mimica constante, con los
que discuti tantas veces, y nos envenenamos con pifia colada, a LaChiva (en el patio)....
Vir, Carlitos, Yanina, Gus, mas Matias, Julio, Daniel y Sergio. Gracias por compartir esta
otra pasion conmigo, la que mas de una vez sirvid para minimizar los efectos de la ciencia
sobre mi. Gracias por tanto desparramo de alegria. Y no puedo dejar de agradecer a los
prestados, si, prestados del Guille, que son como propios, Chino, Lucas, Negro, Chuky, Ita,
por tantos momento de diversion, por la buena onda que siempre me regalaron, por miles
de asados, fernet, recitales, cervezas, tacos, cerro Uritorco, Capilla, fondeu, y mas y mas.
Simplemente gracias a Mari, César, Jesus, Larisa, también Eduardo y Veronica por el gran
afecto que recibi siempre de ustedes, por hacerme sentir parte de la familia y soportar mi
caracter. Especialmente a Alejo y Thais por regalarme los mas lindos disparates y alegrias,
por tantos “Tia Luciii”. A Daniel por ser parte de tan lindos recuerdos.

Mi familia, sin mas, La mejor!!! Negro y Maria Elisa, mil gracias por ensefiarme a luchar
siempre y a no bajar los brazos, Belén por ser mas que una hermana una amiga, por
escucharme y aconsejarme en los dias de bajon, Laura por tus relatos y charlas de
sobremesa y compartir conmigo tu mayor tesoro: Tao y Ledn. Marisa por que a pesar de
estar a millones de kilometros siempre estds cerca, gracias por compartir tus increibles
vivencias. A Guille, mi super hermano, por tus silencios, por tu generosidad y
predisposicion permanente, por tantos momentos de emocionantes alegrias. A Tao y Leon,
por regalarme tanta ternura y dejarme ser parte de su crecimiento. Gracias por compartir
actos de escuela, partidos de futbol, tenis, metegol en el garaje de la abuela, y miles de
inolvidables momentos. Ustedes llenan mi vida de chispitas de carifio. Gracias FAMILIA
.

Por regalarme cada dia ti presencia, por bancarte y soportar mi mala onda, mis bajones mis
silencios, mis ausencias, mis defectos, mis locuras. Gracias Gus por tratar de comprender lo
incomprensible, por hacer lo imposible para lo que tenemos funcione. Por el amor que me

regalaste todo este tiempo juntos. Por tu solidaridad, por defender lo que crees que lo vale,



por compartir excelentes momentos de felicidad y tantos otros de tristeza. Por insistir en
hacerme razonar, en no dejarme caer, creer siempre en mi, por valorar mi persona y mi
trabajo. Por entender mis temores y ayudarme a superarlos, por prestarme el hombro para el
llanto. Por los increibles lugares que conocimos y de los cuales tanto aprendimos de la
mano. Por hacer que la balanza siempre se incline para nuestro lado. Por ponerle la mejor
onda a mi vida. Por ser tan especial y respetarme siempre. Infinitamente Gracias por estar a

mi lado.

Simplemente, Gracias Siempre !!!

Gracias a la Vida que me ha dado tanto
me ha dado la risa y me ha dado el llanto,
asi yo distingo dicha de quebranto
los dos materiales que forman mi canto
y el canto de ustedes que es el mismo canto

y el canto de todos que es mi propio canto.

(Violeta Parra)



Este trabajo de Tesis fue desarrollado en el Laboratorio de Enzimologia Molecular y en el
Laboratorio de Bioquimica Microbiana de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas
de la Universidad Nacional del Litoral bajo la direccion del Dr. Sergio A. Guerrero y la
co-direccion del Dr. Alberto A. Iglesias.

Parte de los resultados aqui expuestos fueron dados a conocer en las siguientes

publicaciones y reuniones cientificas:

Publicacion.
Redox Regulation of UDP-glucose Pyrophosphorylase from Entamoeba histolytica

Lucila I. Martinez, Sergio A. Garay, Daniel E. Rodrigues, Sergio A. Guerrero, Alberto
A. Iglesias
Articulo enviado para ser publicado en Biochimie. ISSN: 0300-9084

Reuniones Cientificas.
1- XLI REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE
INVESTIGACION EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR. Pinamar,
Buenos Aires, Argentina, 2005.
Bacterial udp-glucose pyrophosphorylase: molecular cloning and study of the
recombinant enzyme from Streptococcus mutans
Martinez, Lucila I; Bosco Ma. Belén; Aleanzi, Mabel; Guerrero, Sergio A; Iglesias,
Alberto A.
Resumen publicado en la revista BIOCELL, vol.29, ES-P34, 2005.

2- XXI REUNION CIENTIFICA ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE
PROTOZOOLOGIA. Huerta Grande; Cordoba, Argentina, 2006.

Udp-glucosa pirofosforilasa en tripanosomatidos: clonado molecular y estudio de
la enzima recombinante de Trypanosoma brucei

Martinez, Lucila I.; Guerrero, Sergio A. e Iglesias, Alberto A.



3- XLII REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE
INVESTIGACION EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR. Rosario,
Santa Fe, Argentina, 2006.

Molecular cloning and characterization of Udp-glucose pyrophosphorylase from
Trypanosoma brucei

Martinez, Lucila I.; Guerrero, Sergio A. e Iglesias, Alberto A.

4- XLIIl REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE
INVESTIGACION EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR. Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina, 2007.

Construction and characterization of a chimeric Ndp-glucose pyrophosphorylase
Martinez, LI; Guerrero, SA; Preiss, J; Iglesias, AA.

Resumen publicado en la revista BIOCELL, vol.31, EN-P20, 2007

5- XLIV REUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE
INVESTIGACION EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR. Villa
Carlos Paz, Cérdoba, Argentina, 2008.

Characterization of Entamoeba histolytica Udp-glc pyrophosphorylase. Studies on
redox regulation of the enzyme activity

Martinez, Lucila I.; Guerrero, Sergio A. e Iglesias, Alberto A.

Resumen publicado en la revista BIOCELL, vol.32, EN-P09, 2008

7- XXIV REUNION CIENTIFICA ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA
DE PROTOZOOLOGIA. Santa Fe; Santa Fe, Argentina, 2009.

Indicios de regulacién redox de la actividad de la enzima Udp-glucosa
pirofosforilasa de Entamoeba histolytica
Martinez, Lucila I.; Guerrero, Sergio A. e Iglesias, Alberto A.
Resumen publicado en la Revista Médica de Rosario, vol.75, BIO-8, 2009



INDICE

ABREVIATURAS
1. INTRODUCCION —-

1.1 Microorganismos

1.1 Streptococcus mutans
1.1.1.1 Generalidades

1.1.1.2 Estructura de la pared celular

1.1.1.3 Sintesis de polimeros
1.1.1.4 Metabolismo de hidratos de carbono --

1.1.1.5 Adherencia y biofilme

1.1.2 Protistas ----

1.1.2.1 Tripanosomatidos

1.1.2.2 Trypanosoma cruzi

1.1.2.2.1 Generalidades
1.1.2.2.2 Morfologia y ciclo de vida

1.1.2.2.3 Enfermedad, transmision y tratamiento

1.1.2.2.4 Naturaleza de los glicoconjugados en T. Cruzi -------------

1.1.2.3 Trypanosoma brucei

1.1.2.3.1 Generalidades

1.1.2.3.2 Morfologia y ciclo de vida

1.1.2.3.3 Enfermedad, transmisién y tratamiento
1.1.2.3.4 Cubierta de VSG

1.1.2.4 Entamoeba histolytica ---------=--=-=-==-memee -

1.1.2.4.1 Generalidades

1.1.2.4.2 Morfologia y ciclo de vida

1.1.2.4.3 Enfermedad, transmision y tratamiento
1.1.2.4.4 Caracteristicas del metabolismo redox

1.1.2.4.5 Metabolismo celular

1.1.2.4.6 La superficie celular de la ameba --
1.2 Hidratos de Carbono

1.2.1 Caracteristicas generales

1.2.2 Los Glicoconjugados

1.2.3 Utilizacién de la glucosa
1.2.4 La molécula de UDP-Glc -

1.2.5 UDP-Glc pirofosforilasa

1.2.5.1 UDP-GIcPPasas bacterianas -

1.2.5.2 UDP-GIcPPasas eucariotas --

1.3 Cuestion de supervivencia
2. OBJETIVOS e

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y enzimas comerciales

3.2 Vectores utilizados

3.3 Cepas bacterianas utilizadas
3.4 Medios de cultivo -

3.5 Antibidticos —

O 1 33 D WN NP = -



3.6 Microorganismos empleados
3.7 Extracciéon de ADN -—--
3.8 Electroforesis en gel de agarosa
3.9 Oligonucledtidos
3.10 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
3.11 Generacion del gen quimérico ----
3.12 Mutagénesis sitio-dirigida --
3.13 Clonado de los genes -
3.14 Transformacion de E. coli por le método de CaCl,
3.15 Extraccion de ADN plasmidico y secuenciacion
3.16 Subclonado
3.17 Expresion de las proteinas recombinantes ---- --
3.17.1 Expresion de la UDP-GlcPPasa y quimera
3.17.2 Expresion de la SmMUDP-GlcPPasa sin etiqueta de histidinas -------
3.18 Purificacion de las enzimas recombinantes
3.18.1 Purificacion de las UDP-GlcPPasas fusionadas a etiquetas de
histidinas, quimera y mutantes --
3.18.2 SmUDP-GIcPPasa sin etiqueta de histidinas
3.19 Medida de actividad enzimatica ---
3.19.1 Medida de actividad de UDP-GlcPPasa
3.19.1.1 Sentido de pirofosforoélisis de UDP-Glc
3.19.1.2 Sentido de sintesis de UDP-Glc
3.20 Analisis cinético -
3.21 Contenido proteico
3.22 Electroforesis en gel de poliacrilamida
3.23 Estimacion de la masa molecular de las proteinas en estado nativo --
3.24 Modelado por homologia
3.25 Ensayos de oxido-reduccion
3.26 Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion
3.27 Inmunolocalizacion de la UDP-GlcPPasa en E. histolytica ------------
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CAPITULO 1: Caracterizacion de la enzima UDP-GlcPPasa de
Streptococcus mutans
4.1.1 Aislamiento y clonado del gen que codifica para la UDP-GlcPPasa
de S. mutans
4.1.2 Expresion y purificacion de la enzima SmMUDP-GlcPPasa -----------
4.1.3 Caracterizacion funcional de la enzima SmMUDP-GIcPPasa ----------
4.1.3.1 Evaluacion de la actividad enzimdtica
4.1.3.2 Caracterizacion cinética de la enzima
4.1.3.3 Determinacion de la estructura cuaternaria
4.1.3.4 Generacion de la enzima quimérica SMUDP-GIlcPPasa/ECADP-
GlcPPasa C-terminal y estudios de regulacion
4.2 CAPITULO 2: Caracterizacion de la enzima UDP-GlcPPasa de
Entamoeba histolytica
4.2.1 Aislamiento y clonado del gen que codifica para la enzima
UDP-GlcPPasa de Entamoeba histolytica
4.2.2 Expresion y purificacion de la enzima EhRUDP-GIcPPasa ------------

45
46
46
47
49
49
49
50
50
50
51
51
51
51
52

52
52
53
53
53
53
54
54
54
54
55
55
56
56
58

58
58
60
61
61
61
63
63
70

70



4.2.3 Caracterizacion funcional de la enzima EnUDP-GlcPPasa -----------
4.2.3.1 Evaluacion de la actividad enzimatica y determinacion de los
parametros cinéticos
4.2.3.2 Regulacion redox sobre la actividad de la enzima
EhUDP-GlcPPasa RIS
4.2.4 Modelado por homologia de la EhnUDP-GIcPPasa
4.2.5 Caracterizacion de las enzimas mutantes en cisteinas y metionina --
4.3 CAPITULO 3: Caracterizacion de la enzima UDP-GlcPPasa de
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei
4.3.1 Aislamiento y clonado de los genes que codifican para la enzima
UDP-GlcPPasa de T. cruzi
4.3.2 Expresion y purificacion de las enzimas UDP-GlcPPasas de T.cruzi
4.3.3 Caracterizacion funcional de las enzimas TcUDP-GlcPPasal y
TcUDP-GlcPPasa2 -—--
4.3.3.1 Evaluacion de la actividad enzimatica y determinaciéon de
parametros cinéticos
4.3.3.2 Regulacion redox sobre la actividad de las enzimas
TcUDP-GlcPPasal y TcUDP-GlcPPasa2 ----
4.3.4 Clonado y expresion del gen que codifica para la enzima
UDP-GIcPPasa de T. brucei
4.3.5 Caracterizacion funcional de la enzima TOUDP-GIcPPasa
4.3.5.1 Evaluacion de la actividad enzimatica y determinaciéon de
parametros cinéticos
4.3.5.2 Regulacion redox sobre la actividad de la enzima
TbUDP-GlcPPasa et e
5. CONCLUSIONES ----
6. RESUMEN -
7. ABSTRACT ----
8. BIBLIOGRAFIA --mmmmmmmmme e

74
75
80
84
88

88
90

91

91

92

97
99

99

99
105
110
114
118






Abreviaturas

aa
ADN
ADP-GlcPPasa
Ae

AMP

ARN

ATP

BSA
C-terminal
DAB
DEAE
dNTP

DO

DTT
EDTA
ERN

ERO
Fru-6P
Fru-1,6bisP
FITC

g

Gal

GIPL

Glc

ABREVIATURAS

microgramo

microlitro

micromolar

micromol

glicerato-3-P

aminoacido

acido desoxirribonucleico
ADP-glucosa pirofosforilasa
Actividad enzimatica especifica
adenosina-5"-monofosfato
acido ribonucleico
adenosina-5’-trifosfato
albimina sérica bovina
carboxi-terminal
diaminobencidina
dietilaminoetil
desoxirribonucleodsido trifosfato
densidad optica

ditiotreitol

acido etilendiaminotetraacético
especies reactivas del nitrogeno
especies reactivas del oxigeno
fructosa-6 fosfato (F6P)
fructosa 1,6 bifosfato
isotiocianato de fluoresceina
gramo

galactosa
glicosilinositolfosfolipido

glucosa




Abreviaturas

Glc-1P
Glc-6P
GPI
GR
GSH

IDA
IgG
IMAC
IPTG

kDa

LB
LPPG
M

mA

min

ml

mM
MOPS
N-terminal
NAD"
NADPH
NPS

nm

°C

-P

p/v
PAGE
pb

PCR

glucosa-1 fosfato

glucosa-6 fosfato
glicosilfosfatidilinositol

glutation reductasa

glutation

hora

acido imino-diacético
inmunoglobulina G

cromatografia de afinidad por metal inmovilizado
isopropil B-D-tiogalactopiranosido
kilodalton

litro

medio Lysogeny Broth

lipopéptido fosfoglucano

Molar

miliampere

minuto

mililitro

milimolar

acido 3-morfolinopropano-1-sulfénico
amino-terminal

nicotinamida-adenina dinucledtido

nicotinamida-adenina dinucle6tido fosfato reducido

nitroprusiato de sodio

nanometro

grado Celsius

derivado éster fosfato

peso en volumen

electroforesis en geles de poliacrilamida
pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa

i



Abreviaturas

PEG
PEP
Pi
PPi
Pyr

SDS
ST
T(SH),
TAE
TB
TBS
TR
TRIS
TRX
TRXR
TXN
U
UDP-GlcPPasa
UTP
uv
v/v
Vmax
X-Gal

polietilenglicol
fosfoenolpiruvato

ortofosfato inorgéanico
pirofosfato inorganico
piruvato

revoluciones por minuto
segundo

dodecil sulfato de sodio
solucidon de transformacion
tripanotion reducido

solucion TRIS-acético-EDTA
medio Terrific Broth

solucion TRIS salino
tripanotién reductasa
N-Tris-(hidroximetil) aminoetano
tiorredoxina

tiorredoxina reductasa
triparredoxina

Unidades internacionales de actividad enzimatica
UDP-glucosa pirofosforilasa
uridina-5’-trifosfato
ultravioleta

volumen en volumen
velocidad maxima

5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactosido

i1






Introduccién

1. INTRODUCCION
1.1 Microorganismos

La particion de la glucosa es una etapa metabolica central en diferentes
microorganismos. En este proceso, la utilizacion de la Glc-1P por distintas enzimas
determina la produccion de compuestos con funciones celulares diferentes, relacionadas
con la bioenergética, con la sintesis de compuestos de la pared celular que intervienen
en la interaccion entre células y en la formacion de agregados tipo biofilmes; asi como
en el metabolismo de las glicoproteinas. Por esto, el conocimiento de las propiedades de
las enzimas involucradas en dichos procesos celulares es relevante para entender el
metabolismo (y su regulacion) de los hidratos de carbono en el organismo respectivo y
las derivaciones funcionales de los mismos.

La Glc-1P es un metabolito que se encuentra en bajas concentraciones intracelulares,
y es sustrato de nucleétido-azucar pirofosforilasas que derivan al metabolito hacia
diferentes caminos metabolicos. En bacterias, hay dos enzimas principales que, en este
sentido, utilizan la Glc-1P: la UDP-GlcPPasa y la ADP-GlcPPasa. De esta forma, el
metabolito es incorporado a la produccién de polisacarido de reserva (via ADP-Glc) o a
la interconversion de la hexosa o produccion de oligo- y polisacaridos estructurales (via
UDP-Glc). En otros microorganismos, la ocurrencia conjunta de ambas pirofosforilasas
no es tan clara, pero la produccion de distintos polimeros de Glc implica la particion de
la Glc-1P. El estudio de la existencia y las propiedades de la UDP-GlcPPasa en
diferentes organismos es necesaria para establecer mecanismos metabolicos de
produccion de polisacaridos.

El presente trabajo esta basado en la caracterizacion de la UDP-GlcPPasa de
diferentes microorganismos, asi como en la realizacion de un andlisis comparativo de
las propiedades de la enzima con aquellas de la ADP-GIcPPasa, para la comprension de
como la Glc-1P puede ser distribuida metabolicamente y este proceso regulado en
diferentes células. Se ha trabajado con los siguientes microorganismos: Streptococcus
mutans, una bacteria involucrada en la formacioén de caries (Spatafora y col., 1995),
donde la interaccion entre bacterias y la formacion de biofilmes es un proceso critico,
Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, como organismos
que sintetizan oligosacaridos principalmente involucrados en la estructura y que
guardan una relacion evolutiva con bacterias y con eucariotas autétrofos (Previato y

col., 1990; Clark y col., 2000; Barry y McCulloch, 2001; Roper y col., 2002). A



Introduccién

continuacion se realiza una descripcion breve de los microorganismos que son objetos

de estudio de este trabajo de Tesis.

1:1:1 ‘Streptococcus mutans
1.1.1.1 Generalidades

Streptococcus mutans (Fig. 1) es una bacteria Gram positiva, facultativa, que se
encuentra normalmente en la cavidad bucal humana, formando parte de la placa o
biofilme dental y estd asociada al inicio y desarrollo de la caries dental (Ryan y Ray,
2004). Es acidofilica porque vive en medio con pH bajo, acidogénica por metabolizar
los azucares a acidos y acidurica por sintetizar acidos a pesar de encontrarse en un
medio de tales condiciones. Metaboliza la sacarosa para producir polisacaridos
extracelulares (sustancia laxa que facilita su adhesion a las caras libres de las piezas

dentarias) e intracelulares (metabolismo energético) (Loesche, 1996).
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Figura 1. Fotografias de Steptococcus mutans tomadas de http:/www.jb.asm.org/ vy
http://www.yourreturn.org/

Clasificacion taxonomica

Bacteria
Firmicutes
Bacilli
Lactobacillales
Streptococcaceae
Streptococcus
Streptococcus mutans

S. mutans fue aislado a partir de lesiones de caries humanas por Clarke en 1924 y la
ocurrencia en las mismas, fue confirmada posteriormente (Gibbons y col., 1966;

Hamada y col., 1976). Estudios taxonomicos revelan que estos organismos forman un

grupo homogéneo de estreptococos no moviles, catalasa negativa (Carlsson, 1968). El
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Manual Bergey de Determinacion Bacteriologica, indica que el género Streptococcus
incluye los grupos de estreptococos piogénicos, orales y anaerdbicos, ademas de otros
grupos de estreptococos (Krieg y col., 1984). Las células de S. mutans son esféricas u
ovales de 0,5-0,75 um de didmetro, que se encuentran de a pares o formando cortas
cadenas y requieren medios nutricionales muy ricos para ser cultivados. Muchas de las
cepas de estreptococos que fermentan preferentemente manitol y sorbitol en lugar de
otros azucares, y sintetizan glucano adherente soluble en agua a partir de sacarosa son
consideradas S. mutans. Este organismo ha sido subclasificado dentro de varios tipos
basados en sus propiedades inmunologicas, bioldgicas y genéticas (Hamada y Slade,
1980). Su habitat natural es la boca humana pero también se ha aislado a partir de heces

humanas y de ratas (Finegold y col., 1975; Huber y col., 1977).

1.1.1.2 Estructura de la pared celular

La pared celular de los estreptococos contiene cuatro polimeros antigénicos
principales: péptido glucano, polisacaridos tipo y grupo especificos, proteinas y glicerol
formando 4cidos teicoico y lipoteicoico. La pared posee una estructura de mosaico en la
cual cada uno de estos polimeros esta accesible para las reacciones que ocurren en la
superficie celular. La naturaleza rigida de la pared celular bacteriana se debe, en gran
medida, a una macromolécula con forma de bolsa que estd compuesta de N-acetil amino
azlcares, acido N-acetilmurdmico y numerosos péptidos. Este polimero basal ha sido
designado como “péptido glucano” (Schleifer y Kandler, 1972). El péptido glucano de
S. mutans contiene acido glutamico, alanina, lisina, glucosamina y acido muramico en

una relacion 1:2-4:1:1:1(Hamada y Slade, 1980).
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Figura 2. Esquema representativo de la pared celular de bacterias Gram positivas. Se observa la presencia
de proteinas de membrana, acido teicoico y la capa de péptidoglucano. Imagen tomada de

http://www.textbookofbacteriology.net/.

1.1.1.3 Sintesis de polimeros

S. mutans sintetiza polisacaridos estructurales, glucanos y fructanos, a partir de
sacarosa por reaccion de las enzimas (2,6)-beta-D-fructan:D-glucose6-
fructosyltransferase (FTasa; EC 2.4.1.10) y sucrose 6-glucosyltransferase (GTasa,
EC 2.4.1.5) que cataliza la transferencia de un motivo glucosil a partir de sacarosa al
sitio terminal de la molécula de glucano creciente. Estos polisacaridos, especialmente
glucanos, son considerados criticos en la formacion del biofilme y por lo tanto en la
patogénesis de la caries dental, debido a que poseen una marcada habilidad para
promover la adherencia (Hamada y Slade, 1980).

Glucanos: En general, los glucanos bacterianos contienen enlaces al-6 y ol-3
glucosidicos, con ocasional ocurrencia de uniones o 1-2 6 al-4. La proporcion de
uniones o1-3 es variable. S. mutans produce un dextrano lineal, soluble en agua, que
consiste en un polimero lineal de glucosa con uniones a1-6 con ramificaciones del tipo
a1-3 (Long y Edwards, 1972). También se observa la presencia de glucanos insolubles
en agua que poseen mayor proporcion de enlaces a1-3, lo que les otorga la naturaleza
insoluble.

Fructanos: Algunas cepas de S. mutans sintetizan fructanos, ademas de glucanos, a

partir de sacarosa. Contiene tanto fructanos solubles como insolubles en agua y la
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produccion de éstos parece ser diferente de cepa en cepa dependiendo de las
condiciones de cultivo. Por lo general, éstos representan una reserva energética para el
organismo y no estan relacionados con los mecanismos de adherencia (Ebisu y col.,
1975; Hamada y Slade, 1980).

Polisacaridos intracelulares: Varias cepas de S. mutans almacenan IPS (iodine-
staining polysaccharides) a partir de varios azlcares, lo que contribuye a su
patogenicidad (Van Houte y Jansen, 1968). Las cepas que sintetizan IPS los degradan
para producir &cidos cuando se encuentran en ausencia de hidratos de carbono externos.
IPS son glucanos similares al glucégeno con enlaces a 1-4 y al-6, susceptibles a la
accion de amilasas (Van Houte y col., 1970). Dos enzimas, la adenosina difosfato
glucosa pirofosforilasa (ADP-GIcPPasa) y la ADP-Glc-glucogeno glucosiltransferasa,
estan involucradas en la sintesis de IPS en S. mutans. La ADP-Glc es sintetizada a partir
de ATP y Glc-1P por la ADP-GlcPPasa, mientras que la segunda enzima cataliza la
formacion de glucogeno a partir de ADP-Glc. S. mutans produce etanol y acido acético
ademas de acido lactico a partir de IPS, bajo la limitacion de glucosa exdgena (Huis in 't
Veld y Backer Dirks, 1978).

Acido lipoteicoico: Los ALTs estan compuestos por acido teicoico (polimero del
glicerol) unido covalentemente a motivos lipidicos (Wicken y Knox, 1970), los cuales
aparecen como componentes de la superficie celular y como productos extracelulares.
El poliglicerofosfato (PGP) es la estructura basica de los ALTs y es responsable de la
especificidad antigénica comun entre los diferentes subtipos de S. mutans (Chorpenning
y col., 1975). La naturaleza anfipatica de ALT influencia fuertemente las actividades
inmunolégicas de este polimero unico.

Otros polisacéaridos importantes: las cepas de S. mutans se clasifican dentro de tres
serotipos especificos (c, e y f) y la especificidad seroldgica esta definida por los
polisacéaridos formados por glucosa y ramnosa (RGP) de la pared celular (Loesche,
1986). Hay cuatro genes rml (de rmlA a rmID) que estan directamente relacionados con
la sintesis de dTDP-L-ramnosa (Tsukioka y col., 1997a; Tsukioka y col., 1997b) y el
gen gluA codifica para la enzima que sintetiza UDP-Glc (Yamashita y col., 1998). Los
RGPs estdn compuestos por un esqueleto de ramnosa con uniones al-2 y al-3 a
cadenas laterales de glucosa unidas de forma alternada a ramnosas. Cada polisacarido
serotipo especifico presenta un unico tipo de union a las cadenas laterales de glucosa

(serotipo C, uniones a1-2; serotipo €, uniones 31-2 y serotipo f, uniones a1-3). Los dos



Introduccién

nucledtido-aztcares, dTDP-L-ramnosa y UDP-Glc, son precursores inmediatos para la
sintesis del RGP. Algunos autores han demostrado que la inactivacion insercional del
gen gluA, que codifica para la enzima UDP-GIcPPasa de S. mutans, resulta en la pérdida
de antigenicidad del serotipo especifico c, encontrandose altamente disminuidos los

niveles de UDP-Glc intracelular (Yamashita y col., 1998).

1.1.1.4 Metabolismo de hidratos de carbono

S. mutans ha sido clasificada como una bacteria acido lactica homofermentativa
(Drucker y Melville, 1968) que posee la habilidad de metabolizar una variedad de
azucares para generar acidos, lo que estd directamente relacionado con su
cariogenicidad. La via metabdlica que sigue la glucosa varia, dependiendo de los
factores ambientales. El principal producto de fermentacion de la glucosa cuando sigue
el ciclo anaerébico de Embden-Meyerhof-Parnas es el lactato, especialmente cuando el
microorganismo crece en presencia de un exceso de glucosa; mientras que produce
cantidades significativas de formato, acetato y etanol, ademds de lactato, cuando la
glucosa es limitante (Carlsson y Griffith, 1974). La sacarosa también sirve como fuente
de energia durante el crecimiento de S. mutans, ademas de su rol como sustrato para la
sintesis del glucano extracelular. El organismo también produce manitol cuando
elevados niveles de sacarosa y glucosa estan presentes en el interior celular. La glucosa
es transportada al interior de la célula por un sistema fosfotransferasa (SFT) dependiente
de fosfoenolpiruvato (PEP) asociado a membranas, el cual también transporta maltosa,
manosa, fructosa, lactosa y sacarosa (Hamilton y G.C.Y.Lo, 1978; Bourassa y col.,
1990).

Este microorganismo, ademds es capaz de metabolizar galactosa por dos vias
diferentes: La via de la tagatosa 6-fosfato y la de Leloir. En la via de la tagatosa, el
motivo galactosa de la lactosa y posiblemente la galactosa sola, puede ser transportada y
fosforilada por el sistema SFT. La Gal-6P generada por una 6-P-f-galactosidasa, es
convertida a tagatosa-6P, posteriormente a tagatosa-1,6-bisfosfato y luego a
gliceraldehido-3P y dihidroxiacetona por las enzimas galactosa-6P isomerasa,
tagatosa-6P quinasa y tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa, respectivamente. En la via de
Leloir la galactosa entra a la célula a través de una permeasa, donde es fosforilada por
una galactoquinasa para generar Gal-1P, la cual es convertida a Glc-1P por una
hexosa-1P uridililtransferasa y UDP-Glc epimerasa. La Glc-1P asi generada puede

ingresar a la via glucolitica (Abranches y col., 2004). La habilidad de S. mutans para
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coordinar y controlar el catabolismo de la galactosa y azlcares de galactosa estd
relacionada con su capacidad para competir con otras especies presentes en la cavidad

oral e inducir la caries dental en humanos (Abranches y col., 2004).

1.1.1.5 Adherencia y biofilme

La adherencia de S. mutans y otras bacterias de la cavidad oral a la superficie de los
dientes y la formacién de la placa dental son de gran importancia en el desarrollo de la
caries dental. S. mutans crece como una comunidad ensamblada a la superficie de los
dientes y formando biofilmes inmersos en una matriz (Marsh, 2005). Esta organizacién
biologica le provee un microambiente que protege a la bacteria inmovilizada (Bowden y
Hamilton, 1998; Hall-Stoodley y col., 2004). La adhesion es el paso principal para la
formacion de biofilme. El desarrollo del biofilme sobre la superficie de los dientes
limpios requiere el ataque suficientemente firme al pellicle (pelicula de origen salival)
que permita resistir las fuerzas limpiadoras del flujo de saliva y de los movimientos
musculares. Este ataque involucra interacciones especificas de los componentes de la
pelicula con las especies bacterianas (Hamada y Slade, 1980). Los mecanismos por los
cuales la bacteria se adhiere a la superficie de los dientes son blancos potenciales para la
intervencion anti-cariogénica. Los mecanismos de adherencia dependientes de sacarosa,
como ser los mediados por enzimas extracelulares GTFs, FTFs y PUGs (proteinas de
union a glucano) juegan un rol importante en la virulencia de S. mutans (Kuramitsu,
1993; Banas y Vickerman, 2003). Otros mecanismos, independientes de sacarosa,
pueden también promover la colonizacion microbiana proveyendo sitios de union para
la bacteria (Lee y col., 1989). Varios estudios indican que la expresion de los genes
responsables para la formacion de biofilme es dependiente de las condiciones

ambientales y esta genéticamente regulada (Kiska y Macrina, 1994; Li y Burne, 2001).

1.1.2 Protistas

El reino Protista estd conformado por un grupo de organismos que presentan un
conjunto de caracteristicas que impide colocarlos en los reinos ya existentes de una
manera completamente definida. Histéricamente, estos organismos fueron tratados
como el reino Protistas pero este grupo no esta del todo reconocido en la taxonomia
moderna (Simonite, 2005). Los individuos del reino de los protistas son los que
presentan las estructuras bioldgicas mas sencillas entre los eucariotas (ya que su ADN

esta incluido en el nucleo de la célula), y pueden presentar una estructura unicelular (la
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mas comun), multicelular o colonial (sin llegar a formar tejidos). Los protistas, por lo
general, son autétrofos y producen un alto porcentaje del oxigeno de la tierra. Las
caracteristicas mas comunes en la mayoria de estos organismos son detalladas a

continuacion, pero no todas estan presentes en todos los protistas:

1. Son Eucariotas

2. No forman tejidos

3. Son autétrofos (por fotosintesis), heterdtrofos (por absorcion) o una
combinacion de ambos.

4. Generalmente son aerobios, pero existen algunas excepciones.

5. Se reproducen sexual (meiosis) o asexualmente (mitosis).

6. Son acuaticos o se desarrollan en ambientes terrestres humedos (Curtis y col.,

2008).

Los protistas representan varios linajes filogenéticos diferentes (Adl y col., 2005).
Informalmente pueden ser agrupados en autdtrofos fotosintéticos (algas), unicelulares
autotrofos y/o heterédtrofos (euglenoideos y dinoflagelados), heterotrofos multinucleados
y multicelulares (mohos mucilaginosos y acudticos) y heterdtrofos unicelulares
(protozoos).

Los protistas autétrofos fotosintéticos son importantes en la produccidon energética
global (diatomeas y crisofitas). El grupo de los unicelulares flagelados puede incluir
organismos fotosintéticos, otros heterotréficos y algunos pueden incluir las dos formas
de vida. Entre ellos, los dinoflagelados se caracterizan por poseer dos flagelos en planos
diferentes, haciendo que el organismo gire. Los euglenoideos son de vida libre y se
encuentran principalmente en aguas continentales (Marshall y Williams, 1985). Los
mohos mucilaginosos son organismos heterotrofos y ameboides. Estos se reproducen
por formaciéon de esporas. Hay dos grupos principales, los mixomicetes, que son
cenociticos durante las etapas no reproductivas, y los acrasiomicetes, en los cuales las
células ameboides agrupadas retienen su identidad individual. Los mohos acuaticos son
heterotrofos cenociticos. Se reproducen tanto asexual como sexualmente y sélo las
esporas son flageladas.

Se piensa que los protistas heterotrofos unicelulares, 6 protozoos, han evolucionado
de antecesores flagelados no fotosintéticos. Entre los protozoos se encuentran algunas

de las células mas grandes conocidas y también las mas complejas. Tres grupos, los
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mastigoforos ¢ flagelados, los sarcodinos 6 ameboides y los cilioforos 6 ciliados
incluyen tanto especies de vida libre como parasiticas y sus miembros pueden
identificarse sobre la base de sus estructuras locomotoras (Kreier y Baker, 1987). Los
protistas exhiben una variedad de respuestas por las que se desplazan frente a distintos
estimulos ambientales. En la figura 3 se muestran, en forma simplificada, s6lo algunos
representantes del reino Protista debido a que no hay, al menos hasta el momento, un
unico arbol que refleje las relaciones entre todos los miembros que conforman este

grupo (Curtis y col., 2008).

Acrasiomicetes
Euglenoideos

Antecesor | trypanosomas
comin ]

Mixomicetes

Ciliados
Dinoflagelados

Oomycetes

Diatomeas

i

Algas pardas

Algas verdes

T

Figura 3. Esquema de las posibles relaciones filogenéticas simplificadas entre los principales grupos de

protistas. Imagen tomada de Curtis y col., 2008.

1.1.2.1 Tripanosoméatidos

Los tripanosomatidos son protozoos parasiticos pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae (Hoare, 1972; Noble y Noble, 1976) del orden Kinetoplastida.
Poseen una morfologia relativamente uniforme y la habilidad de parasitar un diverso
rango de hospederos incluyendo animales, plantas y otros protistas. Dentro de esta
familia estdn comprendidos los agentes etiologicos de enfermedades tropicales como la
enfermedad de Chagas o tripanosomosis americana causada por Trypanosoma cruzi, la
tripanosomosis africana o enfermedad del suefo, causada por Trypanosoma brucei
rhodesiense 6 T. b. gambiense; y las diferentes formas clinicas de leishmaniosis

(Leishmania sp) (World Health Organization, http://www.who.int/).
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Clasificacion taxondémica: Dentro del orden Kinetoplastida se encuentra la familia
Trypanosomatidae, a la que pertenecen los tripanosomatidos. En dicha familia se
encuentra, ademas del género Trypanosoma, otros géneros como Leishmania,
Phytomona, Crithidia, Herpetomonas y Leptomonas, los cuales parasitan animales,

plantas, insectos y reptiles, respectivamente.

Sarcomastigospora
Mastigospora
Zoomastigosphora
Kinetoplastida
Trypanosmatina
Trypanosomatidae
Trypanosoma (animales)
Leishmania (animales)
Phytomonas (plantas)
Crithidia (insectos)
Herpetomonas (insectos)
Leptomonas (reptiles)

Sobre la familia Trypanosomatidae: Los tripanosomas se desprenden a partir de la
principal linea de evolucion eucariota, probablemente cerca de 600 millones de afios
atrads (Hausler y col., 1997). Esta temprana separacion puede ser la razoén por la cual
ellos poseen un nimero de caracteristicas peculiares no visualizadas en algun otro
organismo:

- Una mitocondria simple: Los tripanosomatidos poseen una mitocondria tubular
simple, en todas sus formas morfoldgicas y en todo su ciclo de vida (Souza, 2008). Esta
mitocondria contiene el ADN kinetoplastidico, que representa el 25% del total del ADN
del parasito y un conjunto de citocromos tales como el citocromo oxidasa (aa3),
citocromos b, ¢, ¢1 y 0 (Souza, 2003). En general, la actividad mitocondrial en los
tripanosomatidos es requerida para el pasaje a través del insecto vector. Otra
caracteristica destacable de estos organismos es que poseen un Unico flagelo, el cual
esta involucrado en la motilidad y union a sustratos (Souza, 2008).

- ADN del kinetoplasto: E1 ADN mitocondrial (ADNK) esta presente en una region
especializada de la célula, el kinetoplasto, el cual se localiza en el interior celular,
siempre en el lugar de entrada del flagelo, en oposicion a su cuerpo basal. E1 ADNk
consiste en un gran complejo de minicirculos y maxicirculos concatenados (Simpson y
col., 1987). Es equivalente al genoma mitocondrial de otros organismos y contiene un
numero de genes codificantes de algunos de los componentes de la cadena respiratoria

mitocondrial. La replicacion de ADNk es mediada por ADN polimerasas y por un
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conjunto de enzimas que incluye una topoisomerasa (Naula y Burchmore, 2003). El
tamafio y la forma del kinetoplasto varian entre los diferentes estadios de desarrollo.

- Edicion del ARN mitocondrial: Los maxicirculos del ADNk contienen genes
incompletos y requieren de edicion de sus ARNs transcriptos para poder generar un
producto proteico funcional. La edicién es llevada a cabo con la ayuda de un gran
nimero de ARNs guias, los cuales se encuentran codificados por diversos minicirculos.

- Glicosomas: Los glicosomas son pequefias organelas semejantes a los peroxisomas,
que contienen enzimas tales como catalasas y peroxidasas, pero con actividades
relativamente mas bajas comparandola con las correspondientes en células de
mamiferos (Wendel y col., 1992). La mayoria de las enzimas de la via glicolitica se
localizan en glicosoma. Muchas enzimas de otras vias del metabolismo de hidratos de
carbono, como la via de las hexosas monofosfato, involucradas en la generacion de
intermediarios necesarios para el crecimiento celular, division celular y proteccion
contra el estrés oxidativo, se encuentran asociadas a los glicosomas (Opperdoes, 1987).
Ademas, en estas organelas tienen lugar otras funciones metabdlicas como la biosintesis
de pirimidinas, la B-oxidacion de acidos grasos, biosintesis de éter-lipidos y el salvataje
de purinas (Parson, 2004; Souza, 2008).

Esta organizacion subcelular del metabolismo parece tener algunas consecuencias
importantes para estos organismos. La adecuada biogénesis de estas organelas y el
correcto ensamblado de las enzimas de la via glicolitica en ellas es esencial para los
tripanosomas cuando crecen sobre glucosa, probablemente porque la incorrecta o
incompleta compartimentacion afecta la regulacion de la glicolisis (Cazzulo y col.,
1985; Bakker y col., 2000). Es notable considerar que, el contenido enzimatico de los
glicosomas puede variar de manera importante entre los diferentes estadios del ciclo de
vida de los tripanosomatidos y el hecho de contener enzimas involucradas en el
metabolismo de hidratos de carbono dentro de estas organelas hace que sean capaces de
adaptarse rapidamente a nuevas condiciones nutricionales durante su diferenciacion
(Michels y col., 2006).

- Transcripcion del ADN y mini-exones: Contrariamente a lo que ocurre en otros
organismos eucariotas, en la familia Trypanosomatidae, el ADN es transcripto
continuamente en formas de mensajeros policistronicos, donde las regiones codificantes
no estan interrumpidas por intrones. En los tripanosomas, todos los ARNm son
generados por medio de trans splicing (Lucke y col., 1997), un mecanismo a través del

cual todos los ARNs mensajeros maduros podrian recibir una secuencia lider, la cual es
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denominada spliced leader (SL) 6 mini-exon. Esta secuencia SL contiene dos dominios
funcionales: exon e intron (ARNsm like domain). La secuencia del exon esta
conservada en 38 miembros diferentes del orden Kinetoplastida, mientras que la
secuencia primaria del intron no estd conservada entre los tripanosomatidos (Sturm y
Campbell, 1999).

- Ausencia de regulacion transcripcional: todos los genes son transcriptos, lo que les
otorga una caracteristica Unica dentro de los organismos eucariotas. La regulacion sélo
se da a nivel post-trascripcional (Teixeira, 1998; Teixeira y daRocha, 2003).

- Metabolismo redox: Los tripanosomatidos presentan un nimero importante de
peculiaridades bioquimicas, morfologicas y genéticas, presentando un metabolismo tiol
redox unico. Los proyectos de secuenciacion de genomas de T. brucei (Berriman y col.,
2005), T. cruzi (El-Sayed y col., 2005) y L. major (Ivens y col., 2005) han revelado que
estos organismos perdieron los genes que codifican para glutation reductasa (GR),
tioredoxina reductasa (TrxR), catalasa y seleno cisteina-glutation peroxidasas. Mientras
en muchos organismos eucariotas el glutation (GSH)/GR y los sistemas tioredoxina
(Trx)/TrxR mantienen la homeostasis redox intracelular, los tripanosomatidos poseen un
metabolismo redox que estd basado en el ditiol de bajo peso molecular llamado
tripanotion [bis(glutationil) espermidina; T(SH);] (Fairlamb y col., 1985) y en la enzima
tripanotion reductasa (TR), la cual lo mantiene en la forma reducida (Fairlamb y
Cerami, 1992). Otras moléculas que cobran importancia en este metabolismo redox son
las proteinas ditidlicas de bajo peso molecular mas abundantes en tripanosomatidos, las
triparedoxinas (TXNs) (Nogoceke y col., 1997; Wilkinson y col., 2003; Krauth-Siegel y
Comini, 2008). Son oxidoreductasas que comparten muchas caracteristicas con
glutaredoxinas (Grxs) y/o Trxs (estructura). De la misma manera que las Trxs, la TXN
es dador de electrones para diferentes peroxidasas encontradas en este tipo de
organismos (Nogoceke y col., 1997; Hillebrand y col., 2003). La via de detoxificacion
de hidroperéxidos en tripanosomatidos involucra una sofisticada cascada de reacciones
en las cuales el tripanotion, la TR y la TXN juegan un rol central en la movilizacion de
equivalentes de reduccion desde NADPH hacia dos tipos de peroxidasas. Ademas el
sistema T(SH),/TXN genera equivalentes de reducciéon para la reduccién de
ribonucleotidos y otros procesos celulares que son regulados por intercambio
tiol-disulfuro. La ausencia del sistema tripanotion en mamiferos, junto con la

sensibilidad de los tripanosomas contra el dafio oxidativo, hacen a los componentes de
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este metabolismo redox blancos de interés para el disefio racional de drogas (Krauth-
Siegel y Comini, 2008).

- Biosintesis y metabolismo de nucleétido-azlcares: Los monosacaridos que forman
parte de los glicoconjugados de las superficies de los tripanosomatidos varian entre las
diferentes especies. Tanto L. major, T. brucei y T. cruzi contienen D-manosa (Man),
D-N-acetilglucosamina (GlcNAc), D-glucosamina, D-glucosa y D-galactopiranosa
(Galp), mientras que solo se encuentran galactofuranosa (Galf) en T. cruzi y L. major.
Solo T. cruzi contiene D-xilosa (Xyl), L-ramnopiranosa (Rha) y L-fucosa (Fuc), mientras
que la D-arabinopiranosa (Ara) es solamente encontrada en L. major (Turnock y
Ferguson, 2007). Para la sintesis de estos compuestos son necesarias moléculas que
acttien como dadores glucosilos y muchos de estos donantes de motivos glucosilos son

los nucleétidos azicares convencionales (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema que resume las rutas para la biosintesis de nucle6tidos azlicares en tripanosomatidos.
Los nucleotidos aztcares utilizados en al biosintesis de glicoconjugados se representa con lineas de trazo
grueso. Los intermediarios de la biosintesis de nucle6tidos azlicares se muestran entre paréntesis. Las vias
de salvataje aparecen en italica. Los nimeros del 1 al 24 indican las enzimas que catalizan cada una de las
reacciones, por ejemplo, el niimero 13 corresponde a la enzima UDP-GlcPPasa, 14 a la UDP-Glc
4’epimerasa, 15 a la UDP-Gal mutasa. Los colores de la lineas indican la presencia de la enzima y
nucledtido azficar correspondiente en T. brucei (anaranjado), T. cruzi (verde) y L. major (rojo). F1P:
fructosa 1-P, F6P: fructosa 6-P, GallP: galactosa 1-P, G1P: glucosa 1-P, G6P: glucosa 6-P, GIcN6P:
glucosamina 6-P, GIcNAc6P: N-acetilglucosamina 6-P, M1P: manosa 1-P, M6P: manosa 6-P, AralP:

arabinosa 1-P, FuclP: fucosa 1-P. Imagen tomada de Turnock y Ferguson, 2008.
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La UDP-Glc aparece como dador glucosilo para la UGGT (unfolded glycoprotein
glucosyltransferase) involucrada en el control de calidad de glicoproteinas del reticulo
endoplasmatico (Trombetta y Parodi, 2003; Helenius y Aebi, 2004). Se presume que
también es dador para la sintesis de la base J (B-D-glucosilhidroximetiluracilo), un
deoxinucle6tido raro encontrado en la forma sanguinea de T. brucei, L major y T. cruzi
(van Leeuwen y col., 1998). UDP-Glc es precursor de UDP-Rha y UDP-Xyl en T. cruzi,
siendo precursor obligado de UDP-Galp en T. brucei y T. cruzi. La demanda de
UDP-GIc es elevada debido a que esta molécula es necesaria para la sintesis UDP-Galp
via UDP-Glc 4’epimerasa. La sintesis de UDP-Glc a partir de UTP y Glc-1P es llevada
a cabo por la enzima UDP-Glc pirofosforilasa.

La presencia de UDP-Galp esté relacionada con la presencia de Galp en muchos de
sus glicoconjugados. Este es precursor obligado para UDP-Galf en T. cruzi y L. major.
La tnica via de obtencion de UDP-Galp en T. brucei prociclico y sanguineo y en
epimastigotes de T. cruzi es via epimerizacion de la UDP-Glc, debido a que a pesar de
que estos organismos expresan constitutivamente transportadores de hexosas, son
incapaces de transportar Gal (Tetaud y col., 1997; Barrett y col., 1998). La UDP-Glc
4’epimerasa (GalE) responsable de esta interconversion aparece como enzima clave en
T. brucei (Roper y col., 2002; Roper y col., 2005) y T. cruzi (MacRae y col., 2006). A
su vez la UDP-Galf se encuentra tanto en L. major como en T. cruzi y la obtienen a
partir de UDP-Galp por accion de la UDP-Gal mutasa (Bakker y col., 2005; Beverley y
col., 2005). T. brucei ha perdido el gen de la UDP-Gal mutasa y no contiene ni
UDP-Galf ni Galf en sus glicoconjugados.

Soélo T. cruzi expresa glicoproteinas que contienen Xyl y Rha, por lo tanto, UDP-Xyl
y UDP-Rha aparecen tinicamente en este organismo. Los azicares se encuentran como
B-D-Xyl y a-L-Rhap, principalmente como parte de la gp72, una glicoproteina asociada
con la conexion del flagelo al cuerpo celular (de Jesus y col., 1993). UDP-Xyl es el
unico nucleodtido-azicar de xilosa presente en la naturaleza y su biosintesis es llevada a
cabo a partir de UDP-GIc via UDP-acido glucuréonico (UDP-GIcUA). Se presume que
T. cruzi produce principalmente UDP-Rha a partir de UDP-Glc, y dTDP-Rha a partir de
dTDP-Glc.
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1.1.2:2 Trypanosoma cruzi
1.1.2.2.1 Generalidades
T. cruzi (Fig. 5) es un protista de la familia Trypanosomatidae, es el agente etiologico
de la enfermedad de Chagas, enfermedad endémica encontrada principalmente en el
continente americano. Es un parasito intracelular, hemoflagelado, que tiene un ciclo de
vida que involucra vertebrados e invertebrados. Se transmite principalmente en forma
vectorial. En Argentina, fundamentalmente, el insecto involucrado en la transmision

vectorial es el Triatoma infestans, conocido cominmente como vinchuca (Fig. 5).

Figura 5. Fotografias de agente etiologico de la enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi y del insecto

vector (triatoma). Imagenes tomadas de http://www.iadb.org y http://www.bureaudesalud.com/.

1.1.2.2.2 Morfologia y ciclo de vida

T.cruzi presenta principalmente tres estadios: tripomastigotes, amastigotes y
epimastigotes. Los tripomastigotes, son alargados y se caracterizan por contener
kinetoplasto posterior al nicleo. Los amastigotes son esféricos u ovales, tienen entre 3
y 5 um de diametro y los epimastigotes alargados y con el kinetoplasto localizado
anterior al nucleo. El ciclo de vida del parasito (Fig. 6) se divide en dos etapas: en el
hospedero mamifero y en el insecto vector.
En el hospedero: El ciclo se inicia cuando un insecto hematéfago infectado pica a un ser
humano y defeca. Los tripomastigotes metaciclicos se transmiten en las heces del
insecto. Ingresan en el hospedero a través de una herida o por el cruce de las membranas
mucosas. Cuando entran en una célula humana, se convierten en amastigotes. Esta es
una etapa de multiplicacion por mitosis, que generan células infectadas repletas de
amastigotes, los seudoquistes. El amastigote se convierte nuevamente en tripomastigote
y la célula se lisa. Los tripomastigotes liberados, infectan otras células repitiéndose el

ciclo de multiplicacion.
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En el insecto: Cuando el insecto pica a un hospedero infectado, los tripomastigotes
pasan a ¢l a través de la sangre. En el intestino del insecto, se transforman en
epimastigotes, los cuales constituyen una segunda etapa reproductiva. Luego estos
pasan al recto y alli se convierten en tripomastigotes metaciclicos y se evacuan a través
de las heces. Las heces pueden infectar a un nuevo hospedero, repitiéndose el ciclo

(Centres for Disease Control and Prevention, http://www.cdc.gov/).

VERTEBRRADO
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animales
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Tripomastigotes Amastigotes
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Figura 6. Ciclo de vida de T. cruzi. En el organismo vertebrado el parasito se encuentra en las formas de
tripomastigote y amastigote, mientras que en el insecto vector lo hace en las formas de epimastigote y tripomastigote

metaciclico. Imagen tomada de http://www.cienciahoy.org.ar/

1.1.2.2.3 Enfermedad, transmision y tratamiento

Se considera que la enfermedad de Chagas es un padecimiento endémico de
América, distribuyéndose desde México hasta Argentina, aunque existen vectores y
reservorios, incluso casos identificados en Canadd y EEUU (Lennox y col., 2007). Se
estima que entre 15 y 17 millones de personas son afectadas por la enfermedad de
Chagas cada afio, de las cuales mueren unas 50.000 (http://www.cdc.gov/). La
transmision natural de T. cruzi en la que interviene el triatoma se lleva a cabo en tres
ciclos: el domeéstico, en el cual el vector infesta de manera exclusiva la vivienda
humana en areas rurales y suburbanas; el peridoméstico, donde se mantienen alrededor
de nucleos de poblacion humana, y el enzoondtico, el cual se presenta alejado de

asentamientos humanos (Wendel y col., 1992).
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La principal via de transmision es la transmision vectorial y se produce cuando los
parasitos penetran, a través de las heces del insecto, por la herida que causa la picadura,
por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos, boca o nariz (Secretaria de Salud del
Estado de Meéxico, http://www.salud.edomex.gob.mx). Otras vias son la
transplacentaria, por leche materna, por hemo transfusion y accidentalmente en
laboratorio clinico. Sin tratamiento, la enfermedad de Chagas puede ser mortal. Los dos
unicos medicamentos disponibles para su tratamiento son el Nifurtimox, desarrollado en
1960 y el Benzinidazol, desarrollado en 1974, aunque ninguno de los dos presenta una
gran efectividad (s6lo son efectivos en las primeras fases de la enfermedad) y ademas

provocan graves efectos secundarios.

1.1.2.2.4 Naturaleza de los glicoconjugados en T. cruzi

T. cruzi esta cubierto por un glicocéaliz, en donde cada uno de sus componentes
tienen un rol fundamental en la supervivencia e infectividad del parasito (Mendonca-
Previato y col., 2005). Esta densa y continua cubierta estd compuesta de una capa de
glicoconjugados de superficie, siendo los més abundantes los GIPL
(glicosilinositolfosfolipido) (Previato y col., 1990) y una familia de mucinas pequefias
(Previato y col., 1995) conocidas como sialoproteinas, las cuales se proyectan por
encima de la capa de GIPL. Las mucinas son ricas en treonina, serina y prolina que son
o-glicosiladas con GIcNAc (N-acetilglucosamina) y contienen de 1 a 5 residuos
galactosilo. La estructura de los oligosacaridos es conservada entre epimastigotes y

tripomastigotes prociclicos (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de los principales glicoconjugados de superficie de T. cruzi. La
superficie celular estd cubierta con una densa capa de mucinas, glicosilinositolfosfolipidos (GIPLs), y

lipopéptidofosfoglicanos (LPPG). Imagen tomada de www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/picrender.fcgi.

Los tripanosomas son incapaces de sintetizar acido sialico de novo y presentan una
habilidad inusual para adquirirlo a partir de los glicoconjugados del hospedero. La
mucina rica en galactosa es el aceptor para la reaccion de trans-sialilacion en donde los
residuos de acido sidlico son transferidos desde los glicoconjugados del hospedero por
una enzima transialilasa (TS) a los residuos B-Gal terminales de la mucina (Mendonca-
Previato y col., 2005). Esta TS es tnica, se encuentra especificamente en T. brucei
prociclico (Nagamune y col., 2004) y T. cruzi, y participa en el ensamble del parasito a
las células del hospedero (Todeschini y col., 2004), alterando la funcién inmune celular
para mejorar el parasitismo (Todeschini y col., 2002). El principal glucano de Ia
superficie celular de los epimastigotes de T. cruzi es el lipopeptidofosfoglicano (LPPG)
y consiste de un glucano unido a inositolfosfoceramida. La estructura del glucano
contiene manosa, galactofuranosa (Galf) y 2- aminoetilfosfonato (Mendonca-Previato y

col., 2005).
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1.1.2.3 Trypanosoma brucei
1.1.2.3.1 Generalidades

T. brucei es un protista parasito (Fig. 8), y al igual que T. cruzi pertenece a la familia
Trypanosomatidae. Causa la tripanosomosis africana (enfermedad del suefio) en
humanos y animales en Africa. Tres subespecies: T. b. gambiense, T. b. rhodesiense y
T. b. brucei son las responsables de la tripanosomosis africana que afecta a humanos
(Barrett y col., 2003), y a animales (nagana) (http://www.who.int/).

El microorganismo parasita dos hospederos, un insecto (la mosca tsé-ts¢) (Fig. 8) y
un hospedero mamifero. Debido a la gran diferencia entre estos dos hospederos, la
célula experimenta cambios complejos para facilitar su supervivencia en el intestino de
los insectos y en la sangre de los mamiferos. El parasito cuenta con una Unica y variable

cubierta glicoproteica, la glicoproteina variable de superficie (VSG) con el fin de evitar

al sistema inmunolégico del hospedero.

Figura 8. Fotografias de agente etioldgico de la tripanosomiasis africana, T. brucei y del insecto vector

(mosca tsé-tsé). Imagenes tomadas de http://www.sciencemadecool.com/ y http://www.engormix.com/.

1.1.2.3.2 Morfologia y ciclo de vida

Las formas en las que se presenta T. brucei son las siguientes:

Epimastigote: el cuerpo basal se encuentra en posicion anterior al nucleo, con un
flagelo largo conectado a lo largo del cuerpo celular.

Tripomastigote: el cuerpo basal es posterior al nicleo, con un flagelo largo conectado
a lo largo del cuerpo celular.

T. brucei se presenta generalmente en la forma tripomastigote y se diferencia en
epimastigote proliferativo en las glandulas salivares de los insectos (Matthews, 2005).
La forma tripomastigote, a su vez, se diferencia en cuatro subtipos (Hoare, 1972):

- Prociclico, presente en el intestino de la mosca, proliferativo.
- Metaciclico, en las glandulas salivares de la mosca, no proliferativo.
- Esbelto (slender), en el flujo sanguineo del hombre, proliferativo.

- Corto (stumpy), en el flujo sanguineo del hombre, no proliferativo.
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El ciclo biolégico comprende las siguientes etapas (Fig. 9):

En el ser humano. La mosca tse-tse inyecta tripomastigotes metaciclicos en el flujo
sanguineo del hospedero al realizar una picadura (1). Estos se transforman en
tripomastigotes sanguineos esbeltos y se multiplican por fisién binaria en diferentes
fluidos del cuerpo: sangre, linfa, liquido cefalorraquideo, etc (2, 3). Algunos se
transforman en tripomastigotes sanguineos cortos preadaptados a la mosca tsé-tsé (4).

En la mosca tsé-tsé. Cuando una mosca pica a un hospedero infectado, los
tripomastigotes cortos pasan al sistema digestivo de la mosca (5). En el intestino de la
mosca se transforman en tripomastigotes prociclicos y se multiplican por fision binaria
(6). A continuacién, abandonan el intestino y se convierten en epimastigotes (7). Estos
se multiplican en las glandulas salivares y se transforman en tripomatigotes
metaciclicos. Si la mosca pica al hombre, se inyectan los tripomatigotes metaciclicos y

el ciclo se completa (1) (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).
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Figura 9. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei. En el organismo vertebrado el parasito se encuentra en
las formas de tripomastigote, mientras que en el insecto vector lo hace en las formas de tripomastigote

prociclico, epimastigote y tripomastigote metaciclico. Imagen tomada de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/.
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1.1.2.3.3 Enfermedad, transmision y tratamiento

El parésito es transmitido a humanos por picaduras de la mosca tse-tse (género
Glossina) infectadas al alimentarse de humanos o animales que hospedaban a los
parasitos. Las moscas tsé-tsé¢ se encuentran en el Africa subsahariana y parte de Africa
Central. La transmision se puede dar por varias vias, como ser: infeccion congénita (el
tripanosoma puede cruzar la placenta e infectar al feto), transmisidon mecénica y por
infecciones accidentales (en laboratorios-agujas contaminadas).

La primera etapa de la enfermedad, se conoce como fase hemolinfatica, y los
sintomas son, entre otros, ataques de fiebre, jaquecas, y dolores de articulaciones. La
segunda fase, fase neurolodgica, comienza cuando el parasito atraviesa la barrera
hematoencefalica invadiendo el sistema nervioso central presentando sintomas como:
confusion, alteraciones de los sentidos, escasa coordinacion y alteraciones del ciclo de
suefio, lo que le da el nombre a la enfermedad. Sin tratamiento, la enfermedad es letal.

El tipo de tratamiento depende de la etapa de la enfermedad. Las drogas utilizadas en
la primer etapa son menos toxicas, mas faciles de administrar y mas efectivas
(Pentamidina, Suramina). El éxito de un tratamiento en la segunda etapa depende de que
la droga a utilizar pueda cruzar la barrera hematoencefilica para alcanzar al parésito.
Estas drogas son toxicas y dificiles de administrar (Melarsoprol, Eflornitina). Las cuatro
drogas han sido registradas para el tratamiento de la enfermedad del suefio y entregadas
gratuitamente a los paises endémicos a través de una sociedad privado-publica de la
OMS.

1.1.2.3.4 Cubierta de VSG

La superficie celular de estos tripanosomas se compone de una capa uniforme de
glicoproteina variante de superficie (VSG) (Barry y McCulloch, 2001) que contienen
Gal en el GPI (Fig. 10). Esta capa tiene dos funciones: es una barrera fisica que bloquea
el reconocimiento de la célula por el sistema inmune especifico del hospedero mamifero
y oculta las proteinas invariantes de superficie (como los canales idnicos, receptores,
etc) al reconocimiento del sistema inmunologico (Overath y col., 1994). Por otra parte,
contener una superficie variable, le permite variar y adaptar especificamente las
estructuras en la superficie, de manera de evitar al sistema inmunoldgico. Esta capa
variable, es codificada por varios cientos de copias alternativas de un gen en el genoma.
En cada célula, y en toda una poblacion de células en el hospedero, se expresa la misma
capa de proteinas, pero la expresion es inestable y probablemente cambie con la

proxima generacion. La proteina se compone de un dominio N-terminal muy variable de
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alrededor de 300 aminoacidos, y un dominio C-terminal mas conservado de unos 100
aminodcidos. La VSG se ancla a la membrana celular por medio de un GPI, unido
covalentemente al dominio C-terminal, el cual interacciona con el acido fosfatidilcolina-

inositol fosfolipido de la membrana celular.
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Figura 10. Representacion esquematica de los principales glicoconjugados de T. brucei prociclico y
metaciclico. La VSG es el principal componente de la forma metaciclica y cada molécula consiste de dos
mondmeros glicosilados con GPI. La superficie de la forma prociclica estd densamente cubierta con

prociclinas. Imagen tomada de www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/picrender.fcgi.

De las multiples copias del gen que codifican las VSG, alrededor de 20 se encuentran
en cromosomas largos e intermedios que estan activos y posiblemente seran transcriptos
(aunque solo uno por célula) (Pays, 2005) y otros 100 se encuentran cerca de los
telomeros de los mini-cromosomas. Estos no estan activos, pero si a través de una
recombinacion se trasladan a un lugar de transcripcion activa, produciran una proteina
VSG funcional. Por ultimo, unos 1000 se encuentran en secciones repetidas en el
interior de los cromosomas y estdn generalmente inactivos, debido a secciones omitidas
o codones de terminacion prematuros, pero son importantes en la evolucion de nuevos

genes VSG. Luego de la infeccion, el tripanosoma expresa una VSG en particular.
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Como el sistema inmunolégico del hospedero genera una respuesta concreta a esta capa
de proteinas, se producird una disminucién de la poblacion de tripanosomas. En este
punto, una célula que exprese una VSG alternativa serd fuertemente seleccionada y
repoblara la infeccion. El efecto general de este ciclo de proliferacion y decaimiento da
lugar a una sucesion de episodios de infeccidon, cada uno debido a una poblacién con
diferentes expresiones de cubiertas VSG.

Muchos son los glicoconjugados de la superficie celular que contienen residuos Gal.
Ademas de las VSG, encontramos al receptor de transferrina, el cual es critico para la
adquisicion de hierro del hospedero y varias proteinas invariables de superficie que
contienen Gal en la forma de poli-N-acetilactosamina (Nolan y col., 1999).
Recientemente, se han encontrado unas glicoproteinas reconocidas por ricina que
también contienen Gal en las cadenas laterales de sus oligosacaridos y se las encuentra
en el bolsillo flagelar y a través de todo el sistema endosomal/lisosomal del parasito
(Atrih y col.,, 2005). La forma prociclica también expresa glicoconjugados que
contienen Gal en las prociclina-glicoproteinas de la superficie (Treumann y col., 1997)
y en la estructura GPI libre (Vassella y col., 2003).

En ningun estadio del ciclo de vida el parasito es capaz de incorporar Gal a través de
la membrana ya que a pesar de poseer transportadores de hexosa (ej: glucosa), €stos son
nulos para transportar Gal. Por lo tanto, al igual que lo que ocurre en T. cruzi, la unica
via de obtencion de este azucar es a través de la epimerizacion de UDP-Glc a UDP-Gal

(Roper y col., 2002; Roper y col., 2005).

1.1.2.4 Entamoeba histolytica

1.1.2.4.1 Generalidades

Entamoeba histolytica (Fig. 11) es un parasito anaerobio, eucariota protozooario con
forma ameboide. Es patogeno para el humano, quien es su Unico hospedador, causa
amebiosis, que incluye formas clinicas caracteristicas como la colitis amébica y el
absceso hepatico. La ameba se alimenta del bolo alimentario, bacterias intestinales,
liquidos intracelulares de las células que destruye y de eritrocitos. Contiene proteinas de
membrana capaces de formar poros en las membranas de las células humanas,
destruyéndolas por choque osmético y adhesinas que le permiten fijarse a las células de

la mucosa, de modo que no sean arrastradas por el cuadro diarreico. Ademads, producen

23



Introduccion

enzimas como proteasas de cisteinas, que degradan el medio extracelular humano,
permitiéndole invadir otros 6rganos (Walsh, 1986; Stanley y col., 1995; Espinosa-
Cantellano y Martinez-Palomo, 2000).

Figura 11. Fotografias de trofozoito Entamoeba histolytica. Imagenes tomadas de

http://www.acsmedchem.org/, http://www.sanger.ac.uk/ y http://www.health-res.com/.

Clasificacidon taxonomica

Reino: Protista
F1lo: Amoebozoa
Clase: Archamoebae
Orden: Entamoebida
Familia: Entamoebidae
Genero: Entamoeba
Especie: Entamoeba histolytica

1.1.2.4.2 Morfologia y ciclo de vida

Se pueden distinguir varias formas o fases de desarrollo del parésito, presentes
durante diferentes etapas de su ciclo de vida:
Trofozoito: es la forma vegetativa y con movilidad de la especie. Se multiplica por
fision binaria y se caracteriza por tener un nicleo con una concentracion de cromatina
puntiforme y concéntrica llamada cariosoma central; asi como la formacion de
cromatina en la periferia del nucleo.
Quiste: es la forma infectante. Dependiendo de la madurez del quiste, contiene de 1 a 4
nucleos. Son de forma redondeada, bordes refringentes y una membrana claramente
demarcada. Con frecuencia se pueden observar en el citoplasma 1 a 3 inclusiones de
glucdgeno oscuras llamadas cuerpos cromatidales.
Metaquiste: tienen las mismas caracteristicas que los quistes, por derivarse de estos

durante el proceso de desenquistamiento en el colon proximal. Son los que daran origen
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a los trofozoitos, por lo que tienen una membrana mas irregular y delgada que un quiste
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).

El ciclo de vida (Fig. 12) es relativamente sencillo. La infeccion se inicia con la
ingesta de agua o alimentos contaminados con materia fecal (). Los quistes son capaces
de resistir el pH gastrico y llegados a el intestino delgado ocurre la exquistacion (), que
consiste en la division del quiste cuatrinucleado que da origen a ocho nucleos (estado
metaquistico transitorio), la division citopldsmica continia y emergen ocho trofozoitos
(). Los trofozoitos se dirigen al intestino grueso (') para colonizarlo, ahi se alimentan
de bacterias y restos celulares (http:/www.dpd.cdc.gov/dpdx/). Finalmente, los
trofozoitos pueden enquistarse y ser eliminados junto a las heces para completar el ciclo
(Ravdin, 1986). En la mayoria de los individuos infectados la ameba habita como

comensal inofensivo en el intestino grueso (Trissl, 1982).

@ = Colonizacidn no invasiva

A: Forma infectante = Enfermedad intestinal
A\ = Forma diagnéstica

=Enfermedad extraintestina

Figura 12. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. En el humano el parasito se encuentra en las formas

de quiste y trofozoito. Imagen tomada de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/.
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1.1.2.4.3 Enfermedad, transmision y tratamiento

La amebiasis es mas frecuente en regiones tropicales, climas célidos y templados,
sobre todo en 4reas pobres y mal saneadas. Después del paludismo, es posible que
E. histolytica sea la segunda causa de muerte por protozoarios en el mundo (Kucik y
col., 2004). Alrededor del 10 al 20% de la poblaciéon mundial se considera infectada y el
10% de ésta sufre la enfermedad, con una letalidad que oscila entre 0,10-0,25%. Segin
la Organizacion Mundial de la Salud, hay 50 millones de nuevas infecciones y 70.000
muertes por afio (http://www.who.int/es/). La principal via de transmision de la
enfermedad es a través de la ruta fecal-oral. La fuente de infeccion primaria es el ser
humano infectado, esté enfermo o asintomatico (portador sano), mientras que cualquier
otro individuo puede ser un hospedador susceptible, en especial los inmunodeprimidos,
desnutridos y los nifios menores de dos afios y preescolares.

Al comenzar a multiplicarse los trofozoitos, la mayoria de las infecciones son
controladas por el sistema inmunoldgico, no habiendo generalmente sintomas, pero si
excrecion de quistes infecciosos. A medida que aumenta el numero de parasitos,
provocan la destruccion de la mucosa intestinal, con ruptura de los vasos sanguineos y
destruccion de las células caliciformes. El sistema inmunologico rechaza su presencia
generando focos diseminados de inflamacion del intestino, produciendo diarrea
mucosanguinolenta.

Otros sintomas frecuentes son los dolores intestinales, nduseas y vomitos. Si los
parasitos se diseminan por el tracto gastrointestinal, pueden causar otros problemas. En
el higado hay destruccion de parénquima hepatico, pudiéndose llegar a la formacion de
un absceso que al crecer provoca problemas en la funcionalidad del higado. En algunos
casos pueden formarse abscesos en el bazo o en el cerebro, con complicaciones muy
peligrosas. Algunos de los factores patogénicos principales que aumentan la capacidad
de causar dano al hospedador humano, son:

-Actividad colagenasa. Los trofozoitos tienen propiedades secretoras bioquimicas con
actividad de proteasas, que degradan el colageno, como en el tejido hepatico (Sociedad
Mexicana de Bioquimica, http://www.smb.org.mx), pudiendo ser ese uno de los
métodos para la formacion de los abscesos hepaticos.

-Enzimas proteoliticas. Ademds de colagenasas, se ha demostrado la acciéon de una
enzima citotoxica llamada EhCP112 (http://www.smb.org.mx), implicada en la
disolucion de la matriz intercelular que mantiene unidas las células de la mucosa

epitelial. Tiene también un efecto destructivo en contra de ciertas células leucocitarias.
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-Proteinas formadoras de poros. La produccion de estas moléculas ocasionan lisis en la
célula blanco por medio de cambios osméticos.

-Sustancias neuro-hormonales. Crean disturbios en el transporte intestinal de
electrolitos.

El tratamiento se realiza mediante el empleo de drogas como metronidazol,
iodoquinol, paromomicina o furoato de diloxanida y tinidazol. (Petri y Singh, 1999).
Algunos de los efectos secundarios asociados a la administracion sistémica del
metronidazol incluyen ndusea, diarrea y un sabor metalico en la boca. La administracion
intravenosa de metronidazol se ha visto acompafiada de tromboflebitis. Algunas
reacciones no deseadas poco frecuentes incluyen reacciones de hipersensibilidad, dolor

de cabeza, mareo, vomitos, estomatitis, orina oscura (http://www.facmed.unam.mx/).

1.1.2.4.4 Caracteristicas del metabolismo redox

E. histolytica, durante la fase extraintestinal, se expone a una presion de oxigeno
mayor y consecuentemente, a concentraciones elevadas de especies reactivas del
oxigeno (ROS). Se han identificado en este organismo, enzimas pertenecientes a los
diferentes sistemas antioxidantes, como ser:
- una flavin reductasa bifuncional (NADPH:flavin:oxidoreductas, p34), que posee
actividad disulfuro reductasa y ademds es capaz de reducir oxigeno a perdxido de
hidrégeno (Bruchhaus y col., 1998).
- una piruvato:ferredoxina oxidoreductasa, que cataliza la decarboxilacion oxidativa del
piruvato a acetil-CoA y dioxido de carbono (Wassmann y col., 1999).
- una superoxido dismutasa, que cataliza la dismutacion del radical superdxido a
peroxido de hidrogeno y oxigeno (Bruchhaus y Tannich, 1994).
- una peroxirredoxina (Prx) de dos cisteinas (2CysPrx), que tiene la capacidad de
eliminar el peroxido de hidrégeno, es considerada también como enzima clave para la
proteccion contra el ataque oxidativo durante la infeccion a los tejidos (Bruchhaus y
col.,, 1997; Tekwani y Mehlotra, 1999; Cheng y col., 2004) y para llevar a cabo la
detoxificacion de los perdxidos, la enzima requiere la presencia de un sistema que actue
como dador de equivalentes de reduccion. En este sentido, trabajos recientes describen
la presencia de un sistema TRXR/TRX, el cual utiliza equivalentes de reduccion de
NADPH y en la ameba estaria involucrado en diferentes procesos biolodgicos tales como
la proteccion contra el dafio oxidativo, regulacion de la sintesis de ADN, trascripcion,

crecimiento celular y apoptosis (Arias y col., 2007; Arias y col., 2008).
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El parasito presenta otras caracteristicas notables como la ausencia de catalasa
(Bruchhaus y col., 1997) y de glutation (como de todas las enzimas asociadas a éste
compuesto presentes en otros eucariotas) (Fahey y col., 1984). El principal tiol de bajo
peso molecular es la cisteina, que se encuentra en altos niveles a nivel intracelular y es
sintetizada por la cisteina sintetasa (McLaughlin y Aley, 1985). La presencia de
tripanotion no estd del todo resuelta, ya que diferentes trabajos presentan diferentes

puntos de vista al respecto (Ondarza y col., 1997; Ariyanayagam y Fairlamb, 1999).

1.1.2.4.5 Metabolismo celular

E. histolytica es un microorganismo fermentador obligado por carecer de ciclo de
Krebs y de respiracion mitocondrial. La fuente de energia principal son los glucidos, los
cuales son transportados desde el exterior de la célula para ser degradados por
fermentacion anaerdbica generando, como productos finales, diéxido de carbono,
etanol, acetato y alanina. Este microorganismo presenta caracteristicas distintivas en
cuanto al metabolismo de hidratos de carbono (emplea pirofosfato en vez de ATP)
(Mertens, 1993), al metabolismo de lipidos (habilidad para sintetizar fosfolipidos como
ceramida, no puede sintetizar acidos grasos) (Aley y col., 1980), al metabolismo de
nucleétidos (incapaz de sintetizar purinas y pirimidinas) y al metabolismo de proteinas
(sintesis de acido glutamico, cisteina y prolina). E. histolytica no contiene mitocondria
(Fahey y col., 1984), y en su lugar poseen organelas que podrian derivar de ésta, los
mitosomas. Estos contienen algunas proteinas asociadas con las mitocondrias pero
carecen del ADN y de los elementos de la cadena respiratoria.

Si bien la ameba no contiene las organelas tipicas de organismos eucariotas, se ha
demostrado la existencia de genes que codifican enzimas caracteristicas de mitocondria,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico (Mazzuco y col., 1997). En distintos
trabajos se sefiala la presencia de sitios subcelulares de glicoconjugacion y sus posibles
vias o caminos biosintéticos, tareas que se llevan a cabo en vesiculas similares al
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico de otros eucariotas. En E. histolytica se
caracterizaron transportadores de UDP-Gal, vesiculas que transportan UDP-Gal,
actividad galactosiltransferasa y un transportador de UDP-Glc (Bredeston y col., 2005).
Estos trabajos concluyen que E. histolytica contiene diferentes vesiculas, analogas a las
organelas de eucariotas superiores, que estan involucradas en la glicosilacién y en el
control de calidad del plegamiento de proteinas (Hirschberg y Snider, 1987; Bakker-
Grunwald y Wostmann, 1993; Bredeston y col., 2005).
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La D-Gal es activamente transportada por la ameba. Asi, una vez dentro de la célula,
es convertida a galactosa-1P por una galactoquinasa dependiente de ATP, luego es
uridilada a UDP-Gal por una UTP:Gal-IP uridililtransferasa (EC 2.7.7.10). Luego la
UDP-Gal es convertida en UDP-GlIc por la UDP-Glc 4 epimerasa y de alli pasa a la ruta
glucolitica via glucogeno. Otro dato relevante en este analisis es que la ameba ha
perdido la UDP:Gal-1P uridililtransferasa (EC 2.7.7.12) (Lobelle-Rich y Reeves, 1982).
En E. histolytica existe una via glicolitica ampliada (la ruta predominante para el
metabolismo de la glucosa es la via de Embden-Meyerhof (Bragg & Reeves, 1962), en
la cual el piruvato es convertido a acetil-CoA por una piruvato: ferredoxina
oxidoreductasa; y el acetil-CoA es convertido luego a acetato con generacion de ATP, o

reducido a etanol con generacion de NAD" (Reeves, 1984).

1.1.2.4.6 La superficie celular de la ameba

La superficie celular del parasito protozoario E. histolytica juega un rol clave en el
reconocimiento y muerte de células blanco del hospedero. Un niimero de moléculas de
la superficie celular han sido caracterizadas y su implicancia en la patogénesis ha sido
documentado (Clark y col., 2000). La ameba posee una clase de glicoconjugados de la
superficie celular anclados a GPI altamente polimorficos, los cuales no estan presentes
en Entamoeba dispar (no patégena) (Bhattacharya y col., 1992; Stanley y col., 1992;
Moody y col., 1997; Bhattacharya y col., 2000) y otras especies de ameba (Srivastava y
col., 1995). Estas moléculas son denominadas lipofosfoglicanos (LPPGs) (Bhattacharya
y col., 1992; Stanley y col., 1992). Los anticuerpos contra LPPGs inhiben la adhesion
de los trofozoitos a las células de mamiferos, indicando que estos pueden estar
involucrados en la interaccion hospedero-parésito (Stanley y col., 1992). La estructura
de estos glicoconjugados consta de proteofosfoglicano (PPG) con un ancla de GPI
(Gal;Man,GIcN-myo inositol) unido a un polipéptido altamente acido (Arya y col.,
2003). El polipéptido esta modificado con cadenas de glucano lineal conteniendo la
estructura general [Glcal-6];22Glcf1-6Gal, unida a través de residuos de fosfoserina
(Fig.13) (Moody-Haupt y col., 2000). La ruta biosintética para estos compuestos y

demas glicoconjugados no esta completamente elucidada en este organismo.
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Figura 13. Estructura general de un lipopéptidofosfoglicano (LPPG) de E. histolytica. Imagen tomada de

www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/picrender.fcgi.

El ataque de los trofozoitos de E. histolytica a las células blanco es requerido para la
histolisis y este proceso estd mediado por la lectina Gal/GalNAc (Saffer y Petri, 1991;
Sahoo y col., 2003). Al igual que el PPG, la lectina esta anclada a la membrana
plasmatica a través del GPI. Numerosos trabajos han demostrado la importancia que
posee el GPI (composicion y estructura) en la virulencia y patogenia (McCoy y col.,
1993a; McCoy y col., 1993b; Katz y col., 2002) de la ameba, sefialando a las enzimas
involucradas en la biosintesis de este compuesto como excelentes blancos para la
quimioterapia, no solo para este microorganismo sino para muchas otras afecciones
parasitarias.

Hasta aqui hemos podido analizar la importancia que presentan los oligo- y
polisacéridos estructurales de distintos microorganismos que fueron utilizados durante
este estudio, destacando el rol clave que éstos desempefian en el proceso de
reconocimiento e interaccidon con las cé€lulas del hospedero. Resulta claro del anélisis
general que el conocimiento del metabolismo de los hidratos de carbono en tales
organismos, principalmente en lo que respecta a la interconversion de azicares y a la
sintesis de poliglucanos es fundamental para la comprension de la fisiologia y patologia

de los mismos.
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1.2 Hidratos de Carbono
1.2.1 Caracteristicas generales

Los hidratos de carbono, glicidos o sacaridos (del griego cdicyapov, sakcharon, que
significa "azucar") se definen como moléculas organicas compuestas por dtomos de
carbono, hidrogeno y oxigeno, con estructura de polihidroxialdehidos o
polihidroxicetonas; siendo las biomoléculas mas abundantes sobre la Tierra (Nelson y
Cox, 2000). Estos desempefian funciones cruciales en los organismos vivos. Son
moléculas parcialmente reducidas, sujetas a oxidaciéon para generar intermediarios
energéticos necesarios para conducir los procesos metabdlicos y también constituyendo
los sillares para el almacenamiento intracelular de la energia (Horton y col., 1995). Los
hidratos de carbono pueden sufrir reacciones de esterificacién, aminacion, reduccion,
oxidacion, etc, otorgandole a cada una de las estructuras una propiedad especifica. En la
naturaleza se encuentran en los seres vivos, formando parte de biomoléculas aisladas o
asociadas a otras como, por ejemplo, proteinas y lipidos generando glicoproteinas y
glicolipidos, proteoglucanos (cuando el componente glucosidico es mayoritario) y
péptidoglucanos (esqueleto de glucano compuesto de acido N-acetil muramico, N-acetil
glucosamina y cadenas laterales de péptidos) (http://www.ehu.es/biomoléculas).

Los azucares mas simples, los monosacaridos, estan formados por una sola molécula
que consiste en una unica unidad de polihidroxialdehido o cetona, y segin el nimero de
atomos de carbono pueden clasificarse en triosas, tetrosas, pentosas, hexosas y heptosas,
siendo el monosacarido mas abundante en la naturaleza un azucar de seis carbonos, la
D-glucosa (Nelson y Cox, 2000). Por otra parte, cabe remarcar que en el metabolismo
de glucidos, los intermediarios son derivados fosforilados de los mismos. La
condensacion del 4cido fosforico con un -OH da lugar a un éster fosfato, asi por
ejemplo, la glucosa puede transformarse en Glc-6P. Los monosacaridos son la principal
fuente de combustible para el organismo, siendo utilizados tanto como una fuente de
energia, como en la biosintesis de compuestos mas complejos. Cuando los
monosacaridos no son necesarios en las células, rdpidamente son convertidos en otros
compuestos, frecuentemente en polisacaridos.

Por su parte, los disacaridos consisten en dos monosacaridos unidos por un enlace
quimico covalente, denominado enlace 0-glucosidico, el cual se forma cuando un grupo
hidroxilo de un azucar reacciona con el carbono (C) anomérico de otro (Voet y Voet,
2006). Cuando un C anomérico forma parte de un enlace glucosidico, ya no puede

actuar como reductor. Asi los disacaridos que tienen un C anomérico libre son
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reductores y los que tienen los dos C anoméricos formando el enlace glucosidico no lo
son (http://themedicalbiochemistrypage.org/carbohydrates). La sacarosa es un
disacarido no reductor formado por glucosa y fructosa. Es uno de los productos
principales de la fotosintesis y en plantas constituye la forma principal de transporte de
azucar desde las hojas a otras partes de la planta (Nelson y Cox, 2000). La lactosa, por
su parte, es un disacarido reductor formado por galactosa y glucosa y esta presente
naturalmente s6lo en la leche (Voet y Voet, 2006), mientras que otros disacaridos
reductores notables son la maltosa, formada por dos moléculas de glucosa unidas por
enlaces de tipo al-4 y se encuentra presente en los granos de cebada germinada y la
celobiosa, la cual estd formada por dos glucosas unidas por enlaces de tipo B1-4, y se
obtiene a partir de la hidrolisis de la celulosa (Horton y col., 1995).

Los oligosacaridos estdn compuestos por entre 3 y 9 monosacaridos pero muchos de
los hidratos de carbono encontrados en la naturaleza aparecen como polisacaridos,
polimeros de elevado peso molecular (Nelson y Cox, 2000). Son cadenas, ramificadas o
no, de més de diez monosacéridos unidos mediante enlaces glucosidicos (Voet y Voet,
2006) y representan una clase importante de polimeros biologicos. Su funcion, en los
organismos vivos, estd usualmente relacionada con la estructura o almacenamiento. El
almidén es usado como una forma de almacenar glucosa en las plantas, siendo una
mezcla de dos polimeros: amilosa (polimero lineal de glucosa con enlaces al-4) y
amilopectina (polimero de glucosa enlazadas por uniones al-4 con un alto nimero de
ramificaciones al-6) (http://www.themedicalbiochemistrypage.org/carbohydrates). Por
su parte, el glucogeno es un polisacarido de reserva de glucosa que se encuentra en
animales y bacterias. Es estructuralmente similar a la amilopectina, pero mas ramificado
(o con mayor frecuencia en la ramificacion). Su estructura ramificada es
fisiol6gicamente importante, ya que puede ser degradado rapidamente por medio de la
liberacion de unidades de glucosa en el extremo no reductor de cada ramificacion.

El papel estructural de los hidratos de carbono se puede apreciar también en donde se
necesitan matrices hidrofilicas capaces de interaccionar con medios acuosos,
constituyendo un armazon con una cierta resistencia mecéanica, como por ejemplo las
paredes celulares de plantas, hongos y bacterias (http://www.ehu.es/biomoléculas). La
celulosa y la quitina son polisacéridos estructurales. La celulosa esta presente en la
pared celular de plantas y otros organismos y es la molécula mas abundante en la
biosfera (Campbell, 1996). Por otra parte, la importancia de los polisacaridos en la

célula no solo es debida a sus funciones estructurales y de almacenamiento energético,
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sino también, a que actuan, en combinacion con lipidos y proteinas, como marcadores

celulares importantes en el reconocimiento y la adherencia celular.

1.2.2 Los Glicoconjugados

Como se menciond anteriormente los oligosacaridos pueden unirse de forma
covalente a lipidos o a proteinas de membranas celulares. De esta manera los grupos
hidrofilicos de los hidratos de carbono alteran la polaridad y la solubilidad de las
proteinas y lipidos. Tanto las glicoproteinas como los glicolipidos de la superficie
externa de la célula sirven como sefiales de reconocimiento para hormonas, anticuerpos,
bacterias, virus u otras células. Cuando los oligosacaridos se unen a las proteinas

desempefian varias funciones:

e ayudan a un plegamiento correcto

e sirven como marcador para dirigirlas a su destino dentro de la célula o para ser
secretadas

e evitan que la proteina sea digerida por proteasas

e aportan numerosas cargas negativas que aumentan la solubilidad de Ilas

proteinas, ya que la repulsion entre cargas evita su agregacion.

Otro grupo de moléculas son los glucosaminoglucanos y los lipopolisacaridos. Los
primeros son polisacaridos no ramificados de residuos no alternantes de acido urénico y
hexosamina, siendo un ejemplo de este grupo el 4cido hialurénico (Voet y Voet, 2006).

Los segundos son principales componentes de las membranas externas de bacterias.

1.2.3 Utilizacién de la glucosa

La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mds abundante de la
naturaleza. Es la fuente primaria de energia de las células mediante su oxidacién
catabolica. Su degradacion puede tener lugar en condiciones anaerobias (fermentacion)
0 aerobias (respiracion). La mayoria de las células vivas son capaces de obtener energia
a partir de glucosa, lo que indica que esta via metabolica es una de las mas antiguas.
Ademas, la glucosa es el componente principal de polimeros de importancia estructural,
como la celulosa, y de polimeros de almacenamiento energético como el almidén y

glucégeno (Lehninger y col., 2006).
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Los organismos autotrofos, como las plantas, sintetizan la glucosa durante la
fotosintesis a partir de compuestos inorganicos como agua y didxido de carbono. Los
seres heterdtrofos, como los animales, son incapaces de realizar este proceso y toman la
glucosa de otros seres vivos o la sintetizan a partir de diversos compuestos organicos.
La glucosa puede sintetizarse a partir de otros azucares, como fucosa o galactosa. Otra
posibilidad es la sintesis a partir de moléculas no glucosidicas, proceso conocido como
gluconeogénesis. Existen diversas moléculas como lactato, oxalacetato y glicerol que
pueden actuar como precursoras en la sintesis. Aunque las reacciones de Ia
gluconeogénesis son las mismas en todos los organismos, el contexto metabolico y la
regulacion de la via difiere de organismo a organismo y de tejido en tejido (Lehninger y
col., 2006).

Si bien los intermediarios en la glucdlisis y gluconeogénesis son azucares-P, muchas
de las reacciones en las cuales las hexosas son transformadas o polimerizadas
involucran un tipo diferente de grupo activador: un nucleésido-difosfato al que queda
unido el azicar. Los nucledtidos-aziicares son los sustratos requeridos en la sintesis de
polisacaridos como glucégeno, almidén, celulosa, y polisacaridos extracelulares mas
complejo (Nelson y Cox, 2000). El rol de los nucledsidos-difosfo-azicares
(especificamente UDP-GIc) en la biosintesis de glucogeno fueron descubiertos por Luis
F. Leloir, promediando el siglo XX (Leloir, 1971). Leloir y su grupo establecieron que
la biosintesis y degradacion de glucdégeno ocurre por diferentes vias. Lo primero
involucra el uso de una forma activada de glucosa, especificamente UDP-GlIc en células
de mamiferos, hongos y microorganismos eucariotas heterotroficos y ADP-Glc en
bacterias y eucariotas fotosintéticos (Sivak y Preiss, 1998; Ballicora y col., 2003).
Debido a la importancia metabdlica que presenta la UDP-Glc a continuaciéon se la

describe con mayores detalles.

1.2.4 La molécula de UDP-Glc

La UDP-Glc es la forma de glucosa activada comiinmente empleada en todos los
organismos para las reacciones de transferencia de glucosilos y como precursor para la
conversion entre distintos aztcares (Roeben y col., 2006), jugando un rol esencial en el

metabolismo de hidratos de carbono en todos los organismos (Steiner y col., 2007).
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Figura 15. Estructura representativa de la UDP-Glc.

Como se destaco anteriormente, este compuesto tiene un rol central en la produccion
de glicoconjugados, teniendo relevancia fisiologica en la mayoria de los organismos. En
eucariotas, la UDP-Glc, es sustrato de diferentes glicosil transferasas y actia como
dador glucosilo en la sintesis de polisacaridos de reserva como el glucogeno (por
ejemplo, en animales) y de polisacdridos estructurales como la celulosa en plantas, de
motivos glicano en glicolipidos y glicoproteinas y de los disacaridos trehalosa y
sacarosa (Kleczkowski, 1994; Alonso y col., 1995; Gibeaut, 2000). También cumple un
papel importante en la interconversion de Gal a Glc por la via de Leloir (Leloir, 1951;
Frey, 1996; Mollerach y col., 1998), en la regulacion de la fuerza osmotica en el
citoplasma, formacion de flagelos y el metabolismo de trehalosa (Kleczkowski y col.,
2004; Thoden y Holden, 2007b). Ademas, otros nucle6tidos azucares importantes como
UDP-xilosa, UDP-acido glucurénico y UDP-Gal son derivados de UDP-Glc (Turnock y
Ferguson, 2007). En bacterias, algunos de estos azlicares activados son utilizados para
construir la capsula bacteriana compuesta por polisacaridos que frecuentemente
representan el Uinico determinante de virulencia de estos organismos (Bonofiglio y col.,
2005). En una amplia variedad de organismos la UDP-Glc estd involucrada en el
monitoreo y asistencia del plegamiento de proteinas sintetizadas en el reticulo
endoplasmatico debido a que es sustrato de la enzima UGGT: unfolded glycoprotein
glucosyltransferase (Parker y col., 1995; Flores-Diaz y col., 1997; Trombetta y Parodi,
2003; Helenius y Aebi, 2004). De esta manera la UDP-Glc aparece como un compuesto

clave en la biologia de la mayoria de los organismos.

1.2.5 UDP-Glc pirofosforilasa
La enzima UDP-GIc pirofosforilasa (EC 2.7.7.9, UDP-GIcPPasa) cataliza la
produccion de UDP-Glc a partir de Glc-1P y UTP, con liberacion de PPi, en presencia

del cation Mg*" mediante la siguiente reaccion reversible (Fig. 16):
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Figura 16. Mecanismo de reaccion de la enzima UDP-GlcPPasa. Imagen tomada de
http://www.web.usal.es/.

La enzima emplea el cation divalente como cofactor esencial para su actividad
catalitica como ya ha sido establecido para otras nucleotidililtransferasas (Villar-Palasi
y Larner, 1960; Pannbacker, 1967; Nakae y Nikaido, 1971). Esta proteina se encuentra
presente en una variedad de organismos como plantas, animales y microorganismos en
general. Las formas procariotas y eucariotas de la enzima no se encuentran relacionadas
a nivel de secuencia de aminoacidos y estructura tridimensional (Flores-Diaz y col.,
1997; Mollerach y col., 1998; Mollerach y Garcia, 2000). Las enzimas derivadas de
organismos procariotas contienen alrededor de 300 aminoacidos mientras que las

provenientes de organismos eucariotas poseen alrededor de 500 residuos aminoacidicos.
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Existe una marcada diferencia, a nivel de los residuos aminoacidicos que, en
organismos procariotas y eucariotas, estdn involucrados en la catalisis y en la unién a
los sustratos, mostrando ser significativamente divergentes desde el punto de vista

evolutivo (Chang y col., 1999).

1.2.5.1 UDP-GIcPPasas bacterianas

La UDP-GIcPPasa es una proteina fundamental para la adhesion y virulencia de
numerosas bacterias Gram negativas debido a que esta involucrada en la sintesis de
polisacaridos capsulares y lipopolisacaridos (Genevaux y col., 1999). En bacterias
entéricas tales como Escherichia coli y Salmonella typhimurium la enzima participa en
el metabolismo de la galactosa, donde el azlicar es primeramente convertida en Gal-1P
por una galactoquinasa, y luego es uridilada con UDP-Glc mediante la galactosa-1P
uridililtransferasa para formar UDP-Gal. La Glc-1P generada es metabolizada en la via
glucolitica mientras que la UDP-GIc es regenerada a partir de la UDP-Gal mediante la
UDP-Glc 4’epimerasa. Debido a que la UDP-Glc es necesaria para metabolizar
galactosa, la UDP-GIcPPasa es esencial en este metabolismo (Hossain y col., 1994). De
hecho mutantes de E. coli deficientes en UDP-GlcPPasa son incapaces de metabolizar
Gal, por lo tanto la Glc y Gal no son incorporadas dentro de las paredes y membranas
bacterianas, resultando en una sintesis incompleta de la cadena lateral de los
lipopolisacaridos y del receptor para bacteriofago de la superficie celular (Fukasawa y
col., 1962; Sundararajan y col., 1962).

Se ha determinado que la enzima UDP-GlcPPasa esta asociada con la produccion de
exopolisacaridos (EPS) en algunas cepas de Streptococcus thermophilus cultivadas en
medios con glucosa o lactosa como Unica fuente de carbono (Escalante y col., 1998).
Otro ejemplo que destaca la participacion metabdlica de la UDP-GlcPPasa es el caso de
Streptococcus pneumoniae el cual muestra (Fig. 17) un absoluto requerimiento de esta
enzima para la produccion del polisacarido de la capsula que contiene Gle, Gal,
UDP-4cido glucorénico (UDP-GlcA) o UDP-4cido galacturénico (UDP-GalA),
operando como factor de virulencia. Este polisacarido también representa un blanco
apropiado para el desarrollo de inhibidores (Mollerach y col., 1998; Bonofiglio y col.,
2005)
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Figura 17. Esquema de la ruta metabdlica propuesta para la UDP-Glc en Streptococcus pneumoniae.

Imagen modificada tomada de Mollerach y col., 1998.

La bacteria Sphingomonas elodea es un microorganismo usado industrialmente para
la sintesis de una goma de exopolisacaridos aprovechado como agente gelificante y
estabilizante de alimentos. La via de produccion de este compuesto es un proceso de
multiples etapas comenzando con la formacion intracelular de precursores de
nucleodtidos aztucares, UDP-Glc, UDP-GIcA y dTDP-L-Rha, donde la UDP-GIcPPasa
juega un rol fundamental en la produccion del polimero (Sa-Correia y col., 2002). En el
mismo plano, bacterias del género Xanthomonas (Xanthomonas sp, Xanthomonas
campestris, Xanthomonas axonopodis) producen polisacaridos estrictamente
relacionados a UDP-Glc (goma xantano) y los genes galU que codifican para las
pirofosforilasas han sido clonados y caracterizados recientemente (Becker y col., 1998;
Bosco y col., 2009). Otro ejemplo es Pseudomonas aeruginosa, donde el producto del
gen galU es un factor de virulencia requerido como facilitador de la infeccion de la
cornea (Priebe y col., 2004).

La mayor parte de las enzimas provenientes de organismos procariotas reportadas
hasta el momento, como ser E. coli (Fig. 18), S. elodea y Corynebacterium glutamicum,
tienen la caracteristica de tener una estructura tetramérica (dimeros de dimeros),

mientras que la enzima de Xanthomonas es dimérica (Bosco y col., 2009).
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Subunit 1 Subunit 2

Subunit 4 Subunit 3

Figura 18. Esquema de la arquitectura molecular de la UDP-GIcPPasa de E. coli. Representacion de un
modelo de cintas para la enzima tetramérica, postulada como dimero de dimeros, en donde se observa la

disposicion de las cuatro subunidades. Imagen tomada de Thoden y Holden, 2007b.

Pese a diferencias a nivel de las secuencias aminoacidicas y de los estados de
oligomerizacion, las estructuras cristalinas de estas enzimas (UDP-GlcPPasa) en
comparacion  con  otras  nucleotidililtransferasas  (citidililtransferasas y
timidililtransferasas, por ejemplo), revelan un similar plegamiento del dominio
catalitico (tipo Rossman, con hojas [ centrales rodeadas por a-hélices). En las
estructuras cristalinas de la enzima de E. coli y C. glutamicum, el dominio C-terminal
de cada mondmero estd formado por una a-hélice que interactia con la a-hélice del
dominio C-terminal de la otra subunidad, formando un “dimero fuerte”. Esto indica que
esta interaccion es esencial en el ensamblado del dimero, junto con la region en donde

una subunidad se cierra sobre el sitio activo de la otra subunidad (Thoden y Holden,

2007b; a).

1.2.5.2 UDP-GIcPPasas eucariotas

Diferentes trabajos cientificos indican que las UDP-GlcPPasas de organismos
eucariotas juegan un rol central en el metabolismo de hidratos de carbono ya que
regulan la generacion de uno de los metabolitos claves como lo es la UDP-Glc.
Actualmente, se conocen las estructuras cristalinas de wvarias de ellas. En
Leishmania major, un parasito protozoario causante de la leishmaniosis, se expresan a
nivel de la superficie celular varios glicoconjugados que son dindmicamente
modificados durante el ciclo celular. La biosintesis de estos glicoconjugados depende

fundamentalmente de la disponibilidad de azucares nucleétidos activados. La
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UDP-GIcPPasa es en este organismo una enzima clave para la activacion de glucosa y

galactosa (Fig. 18), representando un factor de virulencia (Steiner y col., 2007).
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Figura 18. Esquema de la sintesis de UDP-Glc en L. major. La activacion metabolica de la Gal depende
de la actividad de la enzima UDP-GIcPPasa. Solo el azucar activado, UDP-Gal, puede ser transportado al

aparato de Golgi. Imagen tomada de Lamerz y col., 2006.

En plantas, la enzima cobra especial importancia debido a que su rol primario es la
biosintesis y particion de sacarosa (Kleczkowski y col., 2004). En hojas jovenes y
también en hojas maduras la UDP-GIcPPasa se encuentra involucrada principalmente en
la ruta biosintética de la sacarosa, proveyendo de UDP-Glc para la sacarosa-P sintetasa,
mientras que en otros tejidos, incluyendo las hojas inmaduras apicales, la enzima esta
involucrada en la particion de sacarosa utilizando la UDP-Glc producida por la sacarosa
sintasa. Se ha propuesto que en algunos tejidos vegetales, especificamente endosperma
de cereales, la sacarosa generada por la via de la UDP-Glc estaria generando
ADP-Glc luego de la degradacion del disacarido por la promiscuidad observada en la
sacarosa sintasa. La ADP-Glc citosolica asi generada (producto de conversion
equimolar de ADP-Glc a partir de UDP-Glc) seria el sustrato utilizado para la sintesis
de almidén en estos tejidos de plantas (Kleczkowski, 1994; Kleczkowski y col., 2004).

En tejidos animales y hongos las funciones de la UDP-GIcPPasa estan asociadas a la
particion de hexosas-P entre las distintas vias metabolicas y anabdlicas celulares,
quedando sujeta a regulaciones que se dan a varios niveles. La inactivacion del gen que

codifica para la UDP-GlcPPasa de fibroblastos generd un descenso en los niveles de
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UDP-Glc y glucogeno, cualquiera de los cuales puede ser responsable de la pérdida de
actividad de la enzima glucogeno sintasa (Higuita y col., 2003). En S. cerevisiae, la
enzima es esencial y una PAS quinasa estd implicada en la regulacién de la actividad
UDP-GIcPPasa y glucogeno sintasa por fosforilacion directa y por fosforilacion de
factores traduccionales (Daran y col., 1995; Rutter y col., 2002).

Las UDP-GIcPPasas eucariotas son proteinas citosolicas abundantes. Sus secuencias
aminoacidicas se encuentran altamente conservadas, por ejemplo la enzima humana y la
de S. cerevisiae comparten un 55% de identidad de secuencia sugiriendo una elevada
homologia a nivel estructural (Daran y col., 1995). En animales se han encontrado tanto
en forma de complejos octaméricos como formas monomeéricas y diméricas, las cuales
pueden coexistir. En plantas soélo la forma monomérica parece ser activa
enzimaticamente. De igual manera para la enzima del parasito L. major (Martz y col.,
2002; Geisler y col., 2004; Lamerz y col., 2006; McCoy y col., 2007).

Las estructuras resueltas a partir de la cristalizacion de la enzima de diferentes
organismos eucariotas presentan un dominio central, en el cual se localiza el sitio activo
de la enzima, y es un nucleo hidrofobico altamente conservado, no asi los dominios
N- y C-terminales, los cuales difieren entre las UDP-GIcPPasas eucariotas, quizas
reflejando la diversidad en funciones de la enzima para estos organismos (Geisler y col.,

2004).
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1.3 Cuestién de supervivencia

La mayoria de los microorganismos patdégenos, tanto eucariotas como procariotas,
desarrollaron a lo largo de la evolucion diferentes mecanismos, los cuales les han
permitido adaptarse a los cambios a nivel de los ecosistemas. Esta adaptacion trajo
consigo la necesidad de emprender el desarrollo de nuevos sistemas que les permitieran
poder evadir, por ejemplo, al sistema inmune del hospedero, y potenciar su virulencia y
patogenia para asegurar su existencia. La mayoria de estos sistemas se localizan a nivel
de la superficie celular, debido a que es el primer punto de contacto del organismo con
el medio ambiente y sobre todo con el hospedero. Es por eso que cada microorganismo
en particular dispone de una via de sintesis para determinadas moléculas de la superficie
celular. Estas moléculas generalmente son glicoconjugados (Hamada y Slade, 1980;
Haynes y col., 1996; Clark y col., 2000; Moody-Haupt y col., 2000; Guha-Nijoyi y col.,
2001). Algunos estan perfectamente definidos y otros se encuentran en estudio. Las
rutas de sintesis de estos compuestos son topicos de estudio de gran relevancia si se
quiere avanzar en el entendimiento de la bioquimica, biologia y fisiologia de estos
organismos y, en el caso de organismos patdgenos, podrian ser de utilidad en el disefio
racional de drogas efectivas para tratamientos alternativos.

La UDP-GIcPPasa es una de las enzimas que participa en el proceso de sintesis de
distintos glicoconjugados de importancia a nivel celular. Mdas arriba, detallamos la
importancia de distintos oligo- y polisacaridos en distintos procesos fisiologicos y en la
patogenia en S. mutans, E. histolytica y Trypanosoma spp. Una vision integradora
permite establecer que en estos microorganismos la UDP-GlcPPasa debiera jugar una
funcién metabolica de particular relevancia, pese a lo cual la enzima de estas fuentes ha
sido pobremente caracterizada hasta el presente. Este trabajo de Tesis doctoral trata
sobre el clonado molecular de los genes codificantes para la UDP-GIcPPasa en
S. mutans, E. histolytica y tripanosomatidos, asi como la expresion heterdloga de los
mismos, la purificacion y caracterizacion cinética, regulatoria y estructural de las
enzimas recombinantes. De esta forma, se busca la obtencion de informacion a nivel
molecular que permita una mayor comprension del metabolismo de los hidratos de
carbono y su relacion con la fisiologia y capacidad para interaccionar con diferentes

células de organismos procariotas y eucariotas.
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2. OBJETIVOS
e Objetivo general:

Realizar estudios de caracterizacion de UDP-GlcPPasas de diferentes
microorganismos. Analizar en forma comparativa las propiedades estas enzimas con
aquellas correspondientes a la ADP-GlcPPasa, con el objeto de avanzar en la
comprension del proceso de particion metabolica de la Glc-1P y de los mecanismos

regulatorios en diferentes células.

e Objetivos especificos:

1. Identificacion, clonado, expresion heterdloga y caracterizacion funcional de la
enzima UDP-GIcPPasa de S. mutans. Generacion de un gen quimérico
smUDP-GlcPPasa/ecADP-GIcPPasa C-terminal, clonado, expresion heteréloga
y caracterizacion funcional de la enzima quimérica. Analizar las propiedades
cinéticas y regulatorias de la UDP-GIcPPasa en comparacion con la
ADP-GlcPPasa.

2. Clonado molecular del gen que codifica para UDP-GlcPPasa de
microorganismos eucariotas. Expresion del gen en células heterdlogas para
permitir la purificacion en cantidades que faciliten estudios estructurales y
cinéticos.

a- Identificacion, clonado, expresion heterdloga y caracterizacion
funcional de la enzima UDP-GIcPPasa de E. histolytica.
Realizacion de estudios de mutagénesis y analisis estructural,
funcional y regulatorio de la enzima.

b- Identificacion, clonado, expresion heterdloga y caracterizacion
funcional de las isoenzimas UDP-GlcPPasa de T. cruzi. Estudio
de los mecanismos de regulacion de la actividad UDP-GlcPPasa.

c- Identificacion, clonado, expresion recombinante y caracterizacion
funcional de la UDP-GIcPPasa de T. brucei. Estudio de los

mecanismos de regulacion de la actividad de la enzima.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y enzimas comerciales

Los reactivos quimicos utilizados como sustratos o efectores en las reacciones
enzimaticas se obtuvieron de la firma Sigma-Aldrich. Los reactivos utilizados en la
preparacion de soluciones reguladoras y medios de cultivo fueron de la mejor calidad
disponible. Los reactivos y enzimas utilizadas en las técnicas de biologia molecular
fueron adquiridos de los representantes de Promega, Invitrogen y Fermentas en
Argentina. Los materiales para purificacion de proteinas fueron adquiridos de la firma

GE Healthcare. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Genosys.

3.2 Vectores utilizados

a. pPCR®4BIlunt-TOPO® (Invitrogen Ltd.): Vector de clonado (3,9 kb) para productos
de PCR con extremos romo, fragmentos amplificados usando PfuUDNA polimerasa. Se
puede utilizar ampicilina y/o a kanamicina como antibidtico de seleccion

(http://invitrogen.com/).

b. pGEM-T Easy (Promega): Vector de clonado (3,0 kb) para productos de PCR,
contiene una secuencia de timidina en el extremo 3" que admite el clonado de productos
de PCR generados con TagDNA polimerasa. Permite alfa complementacion y continen

gen de resistencia a ampicilina (http://promega.com/).

c. pPRSET-B (Invitrogen Ltd.): Vector de expresion (2,9 kb) inducible por IPTG,
contiene el promotor T7, permite obtener la proteina de interés fusionada a una etiqueta
de histidinas en entremo N-terminal, y posee el gen de resistencia a ampicilina

(http://invitrogen.com/).

d. pET24b (Novagen): Vector de expresion (5,3 kb) inducible por IPTG y contiene el
promotor T7. Se puede emplear kanamicina como antibidtico de seleccion
(http://novagen.com/). Este vector se utilizd unicamente para realizar la expresion de la

enzima SMUDP-GIcPPasa sin etiqueta de histidinas.
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3.3 Cepas bacterianas utilizadas
e Escherichia coli TOP10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str") endAl
A (Invitrogen).
e Escherichia coli BL21 (DE3): F ompT gal dem lon hsdSg(rg” mg’) M(DE3 [lacl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) (Invitrogen).
3.4 Medios de cultivo
e Luria-Bertani (LB). Composicion: triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl
5 g y agua desionizada (csp 1 1), pH 7.
e LB-agar. Composicion: medio LB y agar-agar 1,8% (p/v).
e LB-glucosa. Composicion: medio LB y Glc 2,0% (p/v).
e YT 2X. Composicion: triptona 10 g, extracto de levadura 16 g, NaCl 5 g y agua
desionizada (csp 11).
3.5 Antibidticos
e Kanamicina (Kan). Concentracion final 50 pg/ml.
e Ampicilina (Amp). Concentracion final 100 pg/ml.
3.6 Microorganismos empleados
L] Streptococcus mutans
En este trabajo se empled S. mutans de la cepa registrada con el nimero ATCC
25175, cedida por la Dra. Maria Cristina Apella del Centro de Referencia para
Lactobacilos (CERELA) de Tucuman.
e Trypanosoma cruzi
Se emplearon células de T. cruzi cepa CL-Brener y Tulahuen O. Los epimastigotes se
cultivaron axénicamente (en Laboratorio de Bioquimica Microbiana- FBCB-UNL,
Argentina) bajo condiciones de crecimiento exponencial a 28 °C en medio LIT
suplementado con hemina 20 pg/ml y suero fetal bovino al 10% (Gomez y col., 1989).
e Trypanosoma brucei
Las células fueron cedidas gentilmente por la Dra. M. Teresa Tellez-Ifion (INGEBI-
UBA, CONICET, Argentina).
e Entamoeba histolytica
Los trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS fueron cultivados axénicamente en
el Laboratorio del Dr. Hugo Lujan (Universidad Catodlica de Cordoba-CONICET,
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Argentina) a 36,5 °C en medio TYI-S-33 suplementado con suero bovino de adulto
inactivado por calentamiento al 12%(v/v) y complejo vitaminico de Diamond al 2%
(p/v) (Diamond y col., 1978).
3.7 Extraccion de ADN

e ADN genomico de S. mutans

El ADN se obtuvo empleando el siguiente protocolo: Se partiéo de 5 ml de un cultivo
de S. mutans ATCC 25175 crecido durante 24 h a 37 °C en atmosfera al 3% de CO,. Se
centrifugo el cultivo a 10000 x g a 4 °C durante 10 min. Las células se resuspendieron
en 1 ml de Buffer TE 1X (EDTA 0,1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0) y se centrifugaron a
10000 x g a 4 °C durante 10 min. Al precipitado resultante se lo resuspendié en Buffer
SET (NaCl 75mM, EDTA 25mM, Tris-HCl 20mM pH 7,5) y lisozima (concentracion
final 1 mg/ml), incubando durante 2 h a 37 °C. Luego, se adicionaron 28,5 ul de SDS
10% (p/v) y 6,5 ul de proteinasa K 10mg/ml (Promega) y se procedid a incubar la
muestra a 55 °C durante 2 h. Posteriormente, se adicionaron 112 ul de NaCl 5 M,
mezclando por inversion y 430 pl de la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se
dej6 reposar durante 30 min y se centrifugé a 6000 x g durante 10 min a 4 °C. A la fase
acuosa obtenida en el paso anterior se le adiciond 1 ml de alcohol isopropilico e incubd
a 4 °C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de incubacién se centrifugd la
muestra a 6000 x g por 3 min. Al precipitado resultante se lo lavd dos veces con etanol
al 70% (v/v) y, finalmente, al ADN precipitado se lo resuspendié en 50 pl de agua
estéril y se lo traté con ARNasa (50 pg/ml concentracion final) durante 30 min a 37 °C,
con posterior inactivacion de la enzima durante 10 min a 95 °C. La muestra se conservo
en alicuotas a —20 °C.

e ADN genomico de T. cruzi, T. brucei y E. histolytica

El ADN genémico de cada organismo se obtuvo seguin la metodologia descripta por
Sambrook (Sambrook y col., 1989) a partir de las células obtenidas segiin lo descripto
en 3.6.
3.8 Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN se resolvieron electroforéticamente en geles de agarosa al
1% (p/v) con Buffer TAE (Tris 40 mM, acido acético 40 mM, EDTA 1 mM) en
presencia de bromuro de etidio 0,3 pg/ml. Las muestras se acondicionaron con glicerol
3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v) antes de realizar la siembra. Las corridas

electroforéticas se realizaron empleando el sistema Mini-Sub®Cell GT(Bio-Rad). Los
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fragmentos se visualizaron con un transiluminador UV a 302 nm (DyNA Light, LabNet

International Inc.).

3.9 Oligonucledtidos

Para amplificar el gen que codifica la UDP-GlcPPasa de las distintas fuentes
microbianas se diseflaron los oligonucleotidos teniendo en cuenta secuencias
disponibles en la base de datos de los proyectos genoma de cada uno de los
microorganismos empleados. Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo se detallan

en la Tabla 3.1.

Sitio de
Nombre Secuencia 5°-3° Restriccion
EhU Fo GGATCCCATGGAACTCAAAATTAATCA BamHI
EhU Re AAGCTTTTAGAATGTTAATGTAGTAT HindIII
SmU Fo GGATCCCATGCCAAGTAAAAAAGTCAG BamHI
SmU Re GAATTCCTTAATCCGAGTTCTTTTGAG EcoRI
SmUgy Fo | CATATGCCAAGTAAAAAAGTCAGAAAAGC Ndel
SmUgy Re | GAATTCCTTAATCCGAGTTCTTTTGAG EcoRI
TbU Fo GGATCCCATGCCGCTAAACCCTCCTTC BamHI
TbU Re GAATTCCTACTCGACTACCACAACCT EcoRI
TcU1 Fo GGATCCCATGTCGTCTGTGACTGCGGC BamHI
TcUl Re | GAATTCCTAAACCTCCATCACTTCAT EcoRI
TcU2 Fo GGATCCCATGTCGTCTGTAACTGCGGG BamHI
TcU2 Re AAGCTTCTAAACCTCCATCACTTCAT HindIII

Tabla 3.1. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo para amplificar los genes que codifican las
UDP-GlcPPasa de E. histolytica (Eh), S. mutans (Sm) (con y sin etiqueta de histidinas), T. brucei (Tb) y
T. cruzi (Tc) (2 secuencias putativas). Las secuencias subrayadas corresponden a los sitios de restriccion

disefiados para introducir los genes amplificados en el correspondiente vector de expresion.

Los oligonucledtidos utilizados para introducir las mutaciones en el gen que codifica
para la UDP-GIcPPasa de E. histolytica se disefiaron de forma tal que el codon a mutar

se ubicara en el centro de la molécula, segtin lo detalla la Tabla.3.2.
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Nombre Secuencia 5°-3°

EhU M106C Fo GGATTAGGAACATCTTGTGGATGTACTGGT
EhU M106C Re ACCAGTACATCCACAAGATGTTCCTAATCC
EhU M106S Fo GGATTAGGAACATCTTCGGGATGTACTGGT
EhU M106S Re ACCAGTACATCCCGAAGATGTTCCTAATCC

EhU C94S Fo TTAAAGAAAACTTCTATTATTAAG

EhU C94S Re CTTAATAATAGAAGTTTTCTTTAA

EhU C108S Fo CATCTATGGGATCTACTGGTCCAAAAAG

EhU C108S Re CTTTTTGGACCAGTAGATCCCATAGATG

EhU C191S Fo CTCTTCTTCCTGTATCTACTGAATTAAATGG

EhU C191S Re CCATTTAATTCAGTAGATACAGGAAGAAGAG
EhU C354S Fo GAAATTGCAGTTGGATCTGCAGTAAGTGCATTTG
EhU C354S Re CAAATGCACTTACTGCAGATCCAACTGCAATTTC
EhU C378S Fo CCAGTAAAAGCATCTAATGATTTATTT

EhU C378S Re AAATAAATCATTAGATGCTTTTACTGG

Tabla 3.2. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo para amplificar los genes que codifican las
UDP-GIcPPasa mutantes de E. histolytica. Las secuencias subrayadas corresponden a los codones

necesarios para introducir las mutaciones deseadas en el gen blanco.

Los oligonucle6tidos necesarios para generar el gen quimérico que codifica la
enzima  [N-term-SmUDP-GIcPPasa/ECADP-GIcPPasa-C-term]  fueron  aquellos
utilizados para el clonado de la UDP-GIcPPasa de S. mutans y los que se disefiaron
teniendo en cuenta la secuencia de aminoacidos de la region C-terminal de la
ADP-GIcPPasa de Escherichia coli (mas precisamente desde la Pro 295) (Tabla 3.3). De
esta forma se busco generar una enzima quimeérica que contuviese el gen completo de la
SmUDP-GIcPPasa con una adicién del extremo C-terminal de las ADP-GlcPPasas,
caracterizado como dominio involucrado en la regulacion alostérica de estas ultimas

pirofosforilasas y ausente en las otras (incluyendo las UDP-GlcPPasas).

Sitio de
Nombre Secuencia 5°-3" Restriccion
SmU Fo GGATCCCATGCCAAGTAAAAAAGTCAG BamHI
SmUEcA Fo | CTCGGACCCGGAACTGGATATGTACGATC
SmUECcA Re | GTTCCGGGTCCGAGTTCTTTTGAGTCG
EcA Re CTCGAGTTATCGCTCCTGTTTATGCCC Xhol

Tabla 3.3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo para amplificar el gen que codifica para la enzima
quimérica SMUDP-GIcPPasa/ECADP-GIcPPasa C-terminal. Las secuencias subrayadas corresponden a
los sitios de restriccion disefiados para introducir los genes amplificados en el correspondiente vector de

expresion.
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3.10 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar los genes de interés mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se utiliz6 el ADN de cada muestra y los oligonucleotidos especificos descriptos
anteriormente. Las reacciones se realizaron empleando ADN gendmico o plasmidico
segun el caso, ANTPs 2 mM, oligonucledtidos 0,1 mM, MgCl, 2 mM, PCR buffer 1X y
1,25 U de Pfu ADN polimerasa (Fermentas) en un volumen final de 20-50 pl. El
programa basico utilizado en todos los casos fue el siguiente: 95 °C, 1 min; 95 °C,
1 min; 55 °C, 1 min; 72 °C, 2 min; 30 ciclos; 72 °C, 5 min. Las reacciones se realizaron
en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), los productos de PCR se

visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.11 Generacion del gen quimerico

Para amplificar el gen quimérico SmMUDP-GIlcPPasa/ecADP-GIcPPasa c-terminal se
empled la técnica Overlap Extension PCR (Higuchi y col., 1988), utilizando ADN
plasmidico correspondiente a las construcciones p[TOPO/SmUDP-GIcPPasa] (1) y
p[TEC/EcADP-GlcPPasa] (2) como molde y los oligonucledtidos especificos descriptos
anteriormente. Inicialmente, se realizaron dos reacciones de PCR por separado. En la
reaccion N° 1 se utiliz6 como molde el ADN plasmidico 1 y los oligonucle6tidos
SmUFo y SmUECARe y en la reaccion N° 2 el ADN plasmidico 2 y los oligonucledtidos
SmUECAFo0 y EcARe. Los productos de PCR obtenidos en las reacciones 1 y 2 se
juntaron y la mezcla se empled como molde para una tercera reaccion de PCR
utilizando los oligonucledtidos SMUF0 y ECARe como cebadores. Todas las reacciones

se realizaron seglin lo descripto en el punto 3.10.

3.12 Mutagénesis sitio-dirigida

Con el objeto de introducir mutaciones en el gen que codifica para la UDP-GIcPPasa
de E. histolytica se utilizo la técnica de QuikChange (http://www.stratagene.com/), la
cudl consiste en la utilizacion de un par de oligonucleodtidos portadores de la mutacion y
complementarios a una misma secuencia de ADN, en el centro de la cual se encuentra la
region a mutar. Mediante la técnica de PCR se extienden ambas cadenas del ADN
molde (plasmido). Luego, el templado se remueve por digestion con la enzima de
restriccion Dpnl (la enzima reconoce la secuencia blanco: 5-Gm6ATC-3, donde el
residuo A esta metilado, por lo tanto digiere el ADN molde metilado pero no el ADN

mutante sintetizado) y el ADN sintetizado en la reaccion de PCR se utiliza para
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transformar células de E. coli TOP10. La busqueda de clones que contengan la

mutacion se realiza mediante secuenciacion.

3.13 Clonado de los genes

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
y la banda de interés se cortd del gel y purificé con el equipo comercial Wizard® Plus
PCR Preps DNA Purification System (Promega) de acuerdo con las indicaciones
suministradas por el fabricante. Las muestras purificadas se ligaron al vector de clonado
pCR™4Blunt-TOPO® (Invitrogen Ltd.) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Excepcionalmente, las muestras correspondientes al gen quimérico y al gen codificante
de la enzima SmUDP-GIcPPasa, sin etiqueta de histidinas, se ligaron al vector de

clonado pGEM-T Easy (Promega).

3.14 Transformacion de E. coli por le método de CaCl,

Se partio de un cultivo saturado de la cepa de E. coli correspondiente para inocular
medio LB fresco en una dilucion 1/20. Las células crecieron en agitacion a 37 °C hasta
DOgoo ~ 0,6, se colocaron en hielo por 10 min y se centrifugaron a 4 °C a 5000 x ¢
durante 5 min. Luego, las células se resuspendieron en la mitad del volumen inicial con
ST1 (MOPS-NaOH pH 7,0 10 mM, KCI 10 mM). Inmediatamente, se lavaron con el
mismo volumen de ST2 (MOPS pH 6,5 100 mM, KCI 10 mM, CaCl, 100 mM) y
finalmente se resuspendieron en 1/10 del volumen inicial con ST2. Para transformar las
células competentes, a una alicuota de 100 pl se le adicionaron de 2 a 4 pul de ADN
plasmidico (~100 ng). La mezcla se incubd en hielo durante 1 h y posteriormente las
células se procesaron con un pulso térmico de 45 s a 42 °C. Las células se recuperaron
en medio LB-glucosa durante 1 h a 37 °C y se sembraron en placas de Petri conteniendo
medio LB-agar suplementado con el antibidtico correspondiente. Finalmente, las células
se cultivaron durante 16 a 18 h a 37 °C y se seleccionaron de 10 a 20 clones para su

posterior analisis.

3.15 Extraccion de ADN plasmidico y secuenciacion

Las E. coli transformadas que contenian el vector con el inserto se repicaron en
medio LB liquido suplementado con el antibidtico correspondiente y se cultivaron a 37
°C durante 16 a 18 h. Las células se cosecharon por centrifugacion y se extrajo el ADN

plasmidico utilizando el equipo comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
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System (Promega). La obtencidén del ADN plasmidico se corroboré por electroforesis en
gel de agarosa. La secuenciacion nucleotidica automatica de los genes de interés fue

llevada a cabo por la empresa Macrogen (Corea del Sur).

3.16 Subclonado

Para introducir el gen de interés dentro del vector de expresion, se procedid a digerir
el ADN plasmidico con las enzimas de restriccion adecuadas para cada caso, con el
objeto de liberar el inserto. Rédpidamente, la muestra se sometié a electroforesis en gel
de agarosa y la banda de interés se purificd a partir del gel (segin inciso 3.13). De la
misma manera, se digirio el vector de expresion empleando las mismas enzimas con las
que se liber6 el gen de interés del vector de clonado. Posteriormente, el vector de
expresion digerido se precipitd con etanol 67% (v/v) y acetato de sodio 0,1 M
incubando a -20 °C durante 16 a 18 h y posterior centrifugacion a 15000 x g durante
15 min a 4 °C. Finalmente, el vector digerido se resuspendido en agua Milli-Q
esterilizada. El inserto y el vector se ligaron utilizando T4 ADN ligasa (Promega) a
16 °C durante toda la noche. Se transformaron células de E. coli TOP10 con la mezcla

de ligacion.

3.17 Expresion de las proteinas recombinantes
3.17.1 Expresion de la UDP-GIcPPasa y quimera

Se transformaron células E. coli BL21(DE3) con las construcciones que contenian el
gen de interés en el vector de expresion pRSET-B. Las células transformadas se
cultivaron en medio YT 2X y LB (segin corresponda a la enzima UDP-GlcPPasa 6
quimera, respectivamente) suplementado con Amp 100 pg/ml hasta saturacion. Luego,
1 1de medio YT 2X 6 LB, suplementado con el mismo antibiotico, se inoculdé con una
dilucion 1/100 del cultivo saturado y las células se cultivaron a 28 °C en agitador orbital
a 180 rpm hasta alcanzar una DOgg ~1,2. Posteriormente, se indujeron las células con
IPTG 0,8 mM 6 0,5 mM segln corresponda, durante 16 h a 25 °C en agitador orbital a
200 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 x g durante 10 min y se

conservaron a -20 °C hasta su uso.

3.17.2 Expresion de la SmUDP-GIcPPasa sin etiqueta de histidinas
Se transformaron células E. coli BL21 (DE3) con la construccion [pET 24a/SmUDP-

GlcPPasa]. Las células transformadas se cultivaron en medio YT 2X, suplementado con
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Kan 50 pg/ml, hasta saturacion. Luego, 100 ml de medio YT 2X, suplementado con el
mismo antibidtico, se inocularon con una diluciéon 1/100 del cultivo saturado y las
células se cultivaron a 28 °C en agitador orbital a 180 rpm hasta alcanzar una DOggg
~1,2. Alcanzado este punto, se indujeron las células con IPTG 0,8 mM durante 16 h a
25 °C en agitador orbital a 200 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a

5000 x g durante 10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso.

3.18 Purificacion de las enzimas recombinantes
3.18.1 Purificacion de las UDP-GIcPPasas fusionadas a etiquetas de histidinas,
quimera y mutantes
Las células se resuspendieron en ~20 ml de Buffer A (Tris/CIH, pH 8,0 20 mM; NaCl
300 mM y imidazol 10 mM) y se rompieron por sonicacion. En cada caso, la suspension
resultante se centrifugé a 10000 x g durante 15 min a 4 °C y la fraccion soluble se
sometido a un fraccionamiento salino con sulfato de amonio entre 30% y 80% de
saturacion. El precipitado obtenido se resuspendio en Buffer A y la muestra resultante se
desal6 utilizando columnas de 10 ml de Bio-Gel P-6DG Gel (Bio-Rad). Debido a que
los genes que codifican para las UDP-GIcPPasas se subclonaron en un vector que les
adiciona una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal, las diferentes
construcciones se purificaron mediante cromatografia de afinidad de metal inmovilizado
(IMAC). La muestra desalada se sembrd en una columna conteniendo 2 ml de resina
Sepharose-IDA-Ni*" (Invitrogen Ltd.) previamente equilibrada con Buffer A. La
columna se lavé con Buffer A (10 volumenes de columna) y la elusion de las proteinas
retenidas se realizd con concentraciones crecientes de imidazol (20, 40, 60, 80 y 30
mM) en Buffer A. Las fracciones que contenian la proteina de interés se reunieron y a la
muestra resultante se le adicion6 EDTA 0,1 mM y DTT 0,1 mM. Las muestras fueron
conservadas a -80 °C convenientemente fraccionadas y de esta forma las enzimas
mantuvieron sus respectivas actividades durante, al menos, 6 meses.
3.18.2 SmUDP-GIcPPasa sin etiqueta de histidinas

Las células se resuspendieron en Buffer B [MOPS-NaOH pH 8,0 50 mM, MgCl2
5 mM, EDTA 0,1 mM, sacarosa 5% (p/v)], se rompieron por sonicaciéon y se
centrifugaron a 10000 x g durante 15 min a 4 °C. La fraccion soluble se sometio a un
fraccionamiento salino con sulfato de amonio entre 30% y 80% de saturacion. El
precipitado obtenido se resuspendiéo en Buffer A y la muestra resultante se desald

utilizando una serie de columnas conteniendo Bio-Gel P-6DG Gel (Bio-Rad). La
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muestra desalada se sembrd en una columna de 1 ml de DEAE-Sepharose CL-6B
(Sigma) previamente equilibrada con Buffer B. La columna se lavo con Buffer B y la
elusion de las proteinas retenidas se realizd con un gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M en
Buffer B. Las fracciones que contenian actividad de UDP-GIcPPasa fueron conservadas
a -80 °C y de esta forma las enzimas mantuvieron sus respectivas actividades durante 6

meses, aproximadamente.

3.19 Medida de actividad enzimatica

La unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir/consumir 1 pmol de producto/sustrato en 1 min bajo las
condiciones especificadas para cada ensayo.
3.19.1 Medida de actividad de UDP-GlcPPasa

3.19.1.1 Sentido de pirofosforolisis de UDP-Glc

En este caso se empled un método radioactivo que emplea [**P]PPi y que permite
cuantificar la produccion de [**PJUTP (Ghosh y Preiss, 1966). Los ensayos se realizaron
en un medio que contenia MOPS-NaOH pH 8,0 50 mM, MgCl, 5 mM, UDP-Glc 1 mM,
[32P]PPi 1 mM (1000 a 3000 cpm nmol-1), NaF 10 mM, albumina sérica bovina (BSA)
0,2 mg/ml y la muestra (en una dilucion adecuada) en un volumen de 150 pl. Luego de
10 min de incubacion a 37 °C, la reaccion se detuvo con la adicion de 1 ml de acido
tricloroacético 5% (p/v). El [**P]JUTP generado se adsorbié en carbén activado 15%
(p/v) en NaCl 1 M. Luego de lavar el carbén activado con el adsorbido con agua
desionizada fria, la marca radioactiva fue liberada por hidrélisis por la adicion de HCl
IN y calentamiento a 100 °C durante 10 min. La radiacion liberada fue medida en un
contador de centelleo liquido.
3.19.1.2 Sentido de sintesis de UDP-Glc

La actividad de la UDP-GlcPPasa en el sentido de sintesis de UDP-Glc se realizo
empleando el método colorimétrico que utiliza el colorante Verde de Malaquita, puesto
a punto en nuestro laboratorio (Fusari y col., 2006). La mezcla de reaccidon contenia
MOPS-NaOH pH 8,0 100 mM, MgCl, 5 mM, Glc-1P 1 mM, UTP 1 mM, BSA
0,2 mg/ml, 0,025 U de pirofosfatasa inorganica (Sigma) y la muestra (dilucion
conveniente) en un volumen de 50 pl. Luego de 10 min de incubacion a 37 °C, la
reacciéon se detuvo con el agregado de 375 ul de reactivo de color, adicionando

posteriormente 50 pl de citrato de sodio 34% (p/v) con el objeto de estabilizar el color
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desarrollado. La lectura de la absorbancia de cada muestra se realizé6 a 630 nm en un

lector de microplacas (MultiskanAscent, Thermo Electron Corporation).

3.20 Analisis cinético

Los datos de actividad enzimatica obtenidos en los ensayos se graficaron en funcién
de la concentracion de sustrato o efector y se ajustaron a la ecuacion de Hill utilizando
el programa Origin 7.0 (OriginLab). Se define como Sps [Ags] a la concentracion de
sustrato [activador] que produce un 50% de la velocidad maxima (Vmay) [activacion
maxima], respectivamente. En cada caso, se obtuvo el coeficiente de Hill (ny)
correspondiente. Los valores de los parametros cinéticos son el resultado de al menos

dos determinaciones con una variaciéon menor a =10%.

3.21 Contenido proteico
Para determinar la concentracion de proteinas de las muestras se utilizo el reactivo de

Bradford (Bradford, 1976) y BSA como estandar.

3.22 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo la técnica descripta por Laemmli
(Laemmli, 1970). La concentracion del gel de apilamiento fue del 4%, mientras que la
concentracion del gel de separacion se varid del 10% al 12,5%, dependiendo de la masa
molecular de las proteinas a separar. La pureza de las muestras fue estimada por
densitometria, utilizando el programa LabImage 2.7 (Kapelan). Los marcadores de masa

molecular utilizados fueron de GE-Healthcare.

3.23 Estimacidn de la masa molecular de las proteinas en estado nativo

Para estimar la masa molecular de las proteinas recombinantes en su estado nativo,
las muestras se sometieron a cromatografia de exclusion molecular. Para ello, se
equilibr6 una columna de Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech) con
Buffer G (Tris-HCI pH 7,5 25 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM). Como patrones de
masa molecular, se utilizaron proteinas de masa molecular conocida: ovoalbumina
(43 kDa), BSA (67 kDa) e IgG de suero equino (140 kDa). Las muestras fueron eluidas

a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min.
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3.24 Modelado por homologia

Los modelos por homologia para la enzima UDP-GIcPPasa de E. histolityca fueron
realizados en colaboracion con el Dr. Sergio Garay del Departamento de Fisica de la
FBCB-UNL. La busqueda de los modelos disponibles para usar como templados se
realizd con la herramienta de identificacion de templados de Swiss Model Workspace
(Arnold y col., 2006). Los templados utilizados para generar el modelo de la enzima de
EhUDP-GIcPPasa fueron 5 (UDP-GlcPPasa de Arabidopsis thaliana con UTP y
UDP-Glc y con cada uno de los ligandos por separado, la enzima de L. major y la de
Saccharomyces cerevisiae. Los templados seleccionados fueron alineados usando el
programa STAMP (Russell y Barton, 1992), el cual se encuentra disponible en el
programa VMD (Humphrey y col., 1996). Luego cada uno de los modelos blanco
generado se aline6 con los previamente obtenidos utilizando Clustal X 1.81 (Thompson
y col., 1994). En base a estos ultimos alineamientos se obtuvieron 25 modelos para la
EhUDP-GIcPPasa utilizando el programa Modeller 8v2 (Sali y Blundell, 1993). Se
establecid como mejor modelo aquel que presentd mayor global score en verify3D
(Bowie y col., 1991; Luthy y col., 1992) y mayor valor potencial DOPEI. Se corri6 el
programa PROCHECK para validar la estructura final obtenida y corroborar la calidad

estereoquimica del modelo.

3.25 Ensayos de oxido-reduccion

Ensayo de Oxidacion: Se ensayo el efecto de diferentes compuestos oxidantes, tales
como diamida, peroxido de hidrégeno y nitroprusiato de sodio (NPS), sobre la actividad
de las enzimas de interés. La mezcla de reaccion, que contenia MOPS pH 8,0 50 mM,
BSA y proteina recombinante (concentracion final: 0,1 a 0,2 pg/ml), se incubd a 25 °C
en presencia de diferentes concentraciones de oxidantes. La incubacion con NPS se
realizd con exposicion directa a la luz, debido a que su descomposicion fotolitica juega
un rol clave en la generacion de 6xido nitrico y otras especies reactivas de nitrégeno
(Aleryani y col., 1999). La actividad UDP-GIcPPasa fue determinada empleando el
método colorimétrico antes descripto y graficada en funcién de la concentracion de
oxidante.

Ensayo de reduccion: Las enzimas fueron oxidadas a una concentracion fija de cada
oxidante ensayado y, posteriormente, se procedid a la eliminacién del oxidante
empleando sistemas de centrifugacion/filtracion (Millipore Corporation). Una vez

oxidada la enzima se tomaron alicuotas de la misma y se incubaron con diferentes
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concentraciones de tiorredoxina 8 de E. histolytica (EhTRXS), tiorredoxina 41 de
E. histolytica (EhTRX41), tiorredoxina de T. brucei (TbTRX), tiorredoxina de E.coli
(ECTRX) y triparredoxina de T. cruzi (TCTXN), segtin corresponda. Las proteinas tioles
fueron previamente purificadas de acuerdo a Arias y col., Reckenfelderbdumer y col. y
Wilkinson y col., respectivamente (Reckenfelderbaumer y col., 2000; Wilkinson y col.,
2000; Arias y col., 2007; Arias y col., 2008). Las mismas fueron reducidas, previas a su
uso, en presencia de DTT 0,5 mM, por 30 min a 25 °C. El ensayo de reduccion se
realizéd también empleando DTT y i-cisteina (Sigma-Aldrich). La actividad de la
UDP-GlcPPasa fue determinada empleando el método colorimétrico antes descripto y

graficada en funcion de la concentracion del agente reductor correspondiente.

3.26 Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion

Realizada la SDS-PAGE, se efectu6 la electrotransferencia sobre una membrana de
nitrocelulosa (Sigma). Esta se 1levo a cabo durante 60 min a 180 mA en una solucién
que contenia Tris base 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20% (v/v). La membrana de
nitrocelulosa transferida se bloqued con una soluciéon de TBS (Tris-HCI 50 mM pH 8,0
y NaCl 150 mM) mas leche descremada al 4% (p/v), incubandose 1 h a 37 °C. Luego, se
incubé con una dilucion adecuada de anticuerpos primarios anti TOUDP-GlcPPasa
[generados en conejo en el Centro de Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio,
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL, Argentina; acorde a lo descripto anteriormente
(Vaitukaitis y col., 1971)] durante 30 min a 37 °C. Luego de realizar lavados con TBS,
la membrana se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(anti-IgG totales de conejo, Sigma, en dilucion 1/5000) durante 30 min a 37 °C. Las
diluciones de los anticuerpos se realizaron con soluciéon TBS suplementada con leche
descremada al 1% (p/v). La reaccion de revelado se llevd a cabo por la adicion de una
solucion de TBS adicionada de DAB 0,05% (p/v) y H,O2 10 volimenes 0,01% (v/v),

dejandose reaccionar hasta aparicion de sefial, en oscuridad a temperatura ambiente.

3.27 Inmunolocalizacién de la UDP-GIcPPasa en E. histolytica

El ensayo fue realizado en colaboraciéon con el Laboratorio del Dr. Hugo Lujan
(Universidad Catolica de Cordoba-CONICET, Argentina). El cultivo de trofozoitos de
E. histolytica HM1:IMSS se colectd por centrifugacion a 500 x g a temperatura
ambiente. El paquete celular se lavd dos veces con solucion PBS (KH,PO4 2mM;

Na,HPO4 10 mM; NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; pH 7,4) de forma tal de remover los
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componentes residuales del medio. Las células fueron fijadas con una solucién de
p-formaldehido al 4% (v/v) y permeabilizadas por 1 h a temperatura ambiente en una
solucion de PBS, Triton X-100 0,05% (v/v) y BSA al 3% (p/v). Posteriormente, los
parasitos fueron incubados por 1 h a 37 C con anticuerpos policlonales de conejo contra
la proteina UDP-GIcPPasa de T. brucei en una dilucion 1/100 en PBS, Triton X-100
0,01% (v/v) y BSA 1% (p/v), seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario
anti-conejo marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ICN Biomedicals), en
dilucién final 1/1000 por 1 h a 37°C. Las muestras fueron examinadas con un

microscopio de epifluorescencia CX31 (Olympus).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

41 CAPITULO 1: Caracterizacion de la enzima UDP-GIcPPasa de
Streptococcus mutans

Trabajos previos describen que la presencia de la enzima UDP-GlcPPasa
(EC 2.7.7.9) en S. mutans es fundamental para el metabolismo de los hidratos de
carbono (Yamashita y col., 1998). Este nucléotido-azicar actlia como precursor para la
formacion de la cadena lateral de glucosa del antigeno del serotipo ¢ de la bacteria.
Posiblemente también actie como precursor para la sintesis de componentes celulares
como acido teicoico y glicofosfolipidos, cuya deficiencia puede llevar a la pérdida de la
tolerancia del microorganismo a condiciones de acidez y/o de elevadas temperaturas
(Giaever y col., 1988; Bohringer y col., 1995). Pese a los numerosos procesos celulares
donde esta involucrada y la consecuente relevancia que juega en el metabolismo de esta
bacteria, se han realizado escasos trabajos bioquimicos con la enzima de esta fuente. En
el trabajo arriba citado, Yamashita y col. han expresado el gen gluA de S. mutans en
E. coli, pudiendo detectar actividad de la enzima UDP-GIcPPasa recombinante en
extractos celulares. Ademas, lograron generar una cepa nula de S. mutans en el gen gluA
por inactivacion insercional, resultando en la pérdida de la antigenicidad
serotipo-C-especifico y en una disminucion de los niveles de UDP-Glc intracelular. A
pesar de estos resultados atn existe escasa informacion sobre las propiedades cinéticas y
estructurales de esta enzima. En el presente trabajo se realiz6 el clonado molecular del
gen que codifica para la UDP-GlcPPasa en S. mutans, realizando la expresion
heterdloga del mismo para obtener la enzima con un alto grado de pureza y asi

caracterizarla cinética y estructuralmente.

4.1.1 Aislamiento y clonado del gen que codifica para la UDP-GIcPPasa de
S. mutans

A partir de la secuencia publicada en base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) que codifica para la glucosa-1-fosfato uridililtransferasa
(GenBank: AE014133.1) en S. mutans UA159 se confeccionaron oligonucleotidos
especificos con el objetivo de poder amplificar el gen correspondiente mediante PCR.
El gen de 921 pb fue amplificado empleando como molde ADN gendmico de la bacteria
y clonado dentro del vector pCR®4Blunt-TOPO®. La identidad del gen se corrobord

mediante secuenciacion.

58



Resultados y discusion — Capitulo 1

Para expresar la enzima recombinante, el gen de interés se subclond dentro del vector
pRSET-B entre los sitios BamHI y EcoRI, obteniéndose la construccion
[pPRSET-B/SmUDP-GIcPPasa], donde el gen queda fusionado a una secuencia que
introduce una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de la proteina codificada.
Con el objeto de obtener, ademads, la enzima sin etiqueta de histidinas, se realiz6 la
construccion [pET24b/SmUDP-GIcPPasa], subclonando el gen de interés en el vector
pET24b entre los sitios Ndel y ECoRI. El gen smgluA codifica para una proteina de 306
aminodcidos, la cual se corresponde con una masa molecular teérica de 34 kDa. Esta
ultima es similar a la informada para otras UDP-GIcPPasas bacterianas, presenta una
marcada similitud en cuanto a su secuencia aminoacidica con las enzimas bacterianas y
en su estructura estan presentes residuos aminoacidicos relacionados a la actividad

catalitica y otros a la interaccion con los sustratos (Fig. 4.1.1).

1 50

M. tuberculosis (1) MSRPEVLTPFTAIVP LGTRELPATKTVPKELLPVVDTPGIELVAAEA
S. pneumoniae (1) ----MTSKVRKAVIP LGTRELPATKALAKEMLPIVDKPT IQFIVEEA
S. mutans (1) ---MPSKKVRKAVIP LGTRELPATKALAKEMLPIVDKPT IQFIVEEA

E. coli (1) -MAAINTKVKKAVIP LGTRMLPATKAIPKEMLPLVDKPL 1QYVVNEC

X. campestris (1) ----MSKRIRKAVFPVABLGTRELPATKTVPKEMLP IIDKPL1QYAVDEA
51 100

M. tuberculosis (51) AAAGAERLVIVTSEGKDGMVAHFVEDLVLEGTLEARGK I AMLAKVRRAPA
S. pneumoniae (47) EKSGIEDILVVTGKSKRSIEDHFDSNFELEYNLKEKGKTDLLKLVDETTG
S. mutans (48) LKSGIEDILVVTGKSKRSIEDHFDSNFELEYNLEQKGKTDLLKLVNDTTA

E. coli (50) TAAGITEIVEVTHSSKNSIENHFDTSFELEAMLEKRVKRQLLDEVQSICP

X. campestris (47) IQAGCDTEIFVTNRYKHSIADYFDKAYELEQKLERAGKLEQLELVRHALP
101 150

M. tuberculosis  (101) -LIKVES EPLBLEBHATGCVEPTESPDEDAVAVELPDDLVYLPTG---
S. pneumoniae (97) --MRLHFIR@THPRELEDAVLQAKAFVG--NEPFVVMLGDDLMD I TD-EK
S. mutans (98) --INLHFIR@SHPRELEDAVLQAKAFVG--NEPFVVMLGDDLMD ITB-BK

E. coli (100) PHVTIIMQVREGLAKELEBHAVLCAHPVVG--DEPVAVILPDVILDEYESDL

X. campestris (97) EGVRAIFVTRAEALGLEHAVLCAKAVVG--DEPFAVLLPDDLMWNRG---
151 200

M. tuberculosis  (147) -N--LETMSKVRASRGGTVECANEVAREEISAYGVFDVEPVPDGDYTDDP
S. pneumoniae  (142) AVPLTKQLMDDYKRTHASTIAVMPVPHDEVSAYGVIAPQ----GEGKDG-
S. mutans  (143) AIPLTRQLMNDYEETHASTIAVMEVPHEDVSAYGVIAPQ----GEGVSG-

E. coli (148) SQDNLAEMIRREDETGHS--QIMVEPVADVTAYGVVDCK----GVELAPG

X. campestris  (142) -DAALTQMADVAEASGGSVIAVEDVPHDKTASYGIVSTD----AFDGRKG
201 250

M. tuberculosis  (194) NVLKVRGM KAETAPSR GRYVLDRAIFDALRR IDQGAGGEMQL
S. pneumoniae  (187) -LYSVETF PEDAPSDLATIGRYLLTPE I FQILENQAPGAGNEIQL
S. mutans  (188) -LYSVDTF PKEAPSNLAI IGRYLLTPEIFTILETQEPGAGNEVQL

E. coli (192) ESVPMVE KADVAPSNLA1VGRYVLSAD IWPELAKTPPGAGDEIQL

X. campestris  (187) ---RINAI KPEVAPSN GRYVLSPKIFEYLESTGAGAGGEIQL
251 300

M. tuberculosis  (244) TDAIALLFAEGHPVHVVVHQGSRHDEGNPGGYLEKAAVDFALDRDDYGPDL
S. pneumoniae  (236) TDAIDTLNKT-QRVFAREFTGARYDVGDKFGEMKTSIDYALKHPQVKDDL
S. mutans  (237) TDAIDTLNKT-QRVFAREFKGKRYDVGDKFGEMKTSIDYALKHPQVKEDL

E. coli (242) TDAIDMLEEK-ETVEAYHMKGKSHDCGNKLGYMQAFVEYGIRHNTLEGTEF

X. campestris  (234) TDAIAELEKQ-EQVDAFRFEGRRFDCGAH IGLJIEATVHFALEHDKHGAPA
301 350

M.tuberculosis (294) RRWLVMAREGLTEQ---——————————— = mmmmmm e
S. pneumoniae (285) KNYLWQLGKELTEKE--------———————————
S. mutans  (286) KAYEIELGKKLBDQKSTQKNSD--——=—————— e

E. coli (291) KAWLEEEMGIKK-————— === oo e e o

X. campestris (283) KEIIRSAEAAADARG-———————————— e e e e e

Figura 4.1.1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las UDP-GlcPPasas de las bacterias
Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumonieae, Streptococcus mutans, Escherichia coli y
Xanthomonas campestris. El alineamiento se realizo con el programa Vector NTI 9.0. En amarillo se destacan
las regiones conservadas entre las secuencias. Los residuos claves para la interaccion con el ligando y la UDP-

Glc se destacan en rojo.
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4.1.2 Expresion y purificacion de la enzima SmUDP-GIcPPasa

Se transformaron células de expresion E. coli BL21(DE3) competentes con las
construcciones [pRSET-B/SmUDP-GIcPPasa] y [pET24b/SmUDP-GlcPPasa]. La
induccién de la expresion y purificacion se llevo a cabo de acuerdo a lo descripto en las
secciones 3.17 y 3.18 de Materiales y M¢étodos. Las enzimas recombinantes
His-SmUDP-GIlcPPasa y SmMUDP-GlIcPPasa se purificaron en forma nativa con un alto
grado de pureza (90 %), eluyendo en la fraccion que contenia 300 mM de imidazol
(cromatografia de IMAC) y en la fraccion de 0,5 M de NaCl (cromatografia de
intercambio 1i6nico), respectivamente. Cada una de las purificaciones se evalud
mediante SDS-PAGE (Figura 4.1.2). Las proteinas purificadas se almacenaron a -80°C
durante al menos 6 meses con el agregado de 10% de glicerol.

Por otra parte, se realizaron ensayos de inmunodeteccion de la enzima recombinante
segun se detalla en la seccion 3.26, en los cuales se emplearon anticuerpos policlonales
anti-UDP-GIcPPasa de Xantomonas campestris producidos en conejo, que disponiamos
en el laboratorio. Estos anticuerpos reconocieron a la enzima recombinante de
S. mutans, pudiendo observar una banda de reconocimiento del tamano esperado de
35 kDa, debido al elevado grado de similitud entre la enzima de X. campestris y

S. mutans.

94.0 kDa -
67.0 kDa -

43.0 kDa -
30.0 kDa -

20.1 kDa -

Figura 4.1.2. Andlisis del SDS-PAGE al 12% de la purificacion de la enzima His-SmUDP-GlcPPasa (1)
y SmUDP-GIcPPasa sin etiqueta de histidinas (2), segin lo descripto en la seccién 3.22. Ensayos de
inmunodeteccion de ambas enzimas segin se detalla en la seccion 3.26: Se observa una banda de
reconocimiento por la union del anticuerpo anti- XCUDP-GIcPPasa a la altura de 35 kDa tanto para la

enzima con (3) y sin (4) etiqueta de histidinas.
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4.1.3 Caracterizacion funcional de la enzima SmUDP-GIcPPasa
4.1.3.1 Evaluacion de la actividad enzimatica

Se determind la actividad UDP-GlcPPasa de las dos proteinas purificadas en el
sentido de sintesis de UDP-Glc utilizando el método colorimétrico (Verde de
Malaquita) descripto en Materiales y Métodos. Ambas enzimas presentaron actividad
como UDP-GIcPPasas; determinandose, en el sentido de sintesis del nucledtido-azucar,
un valor de actividad enzimatica especifica (Ae) de 10 U/mg. El mismo valor fue
obtenido tanto para la enzima His-SmUDP-GlcPPasa como para SmMUDP-GIcPPasa, lo
que nos indica que la presencia de la etiqueta de histidinas no estaria afectando a la
actividad de la enzima. También se evalu6 la actividad enzimatica en el sentido inverso
de reaccion (sentido de pirofosfordlisis de UDP-Glc). En este caso la actividad
especifica resulto ser significativamente menor, pero también fue la misma para ambas

formas recombinantes de la enzima.

4.1.3.2 Caracterizacion cinética de la enzima

Con el objeto de poder realizar una caracterizacion mdas detallada del
comportamiento cinético de la enzima en estudio se procedid, en primer lugar, a
determinar los pardmetros cinéticos para cada uno de los sustratos de la enzima en
ambos sentidos de la reaccion. Se determinaron los valores de Vi, Sos (parametro que
estima la afinidad de la enzima por el sustrato) y el nimero ¢ coeficiente de Hill (ny,
que indica el tipo de cinética de saturacién que sigue la enzima para cada sustrato). En
la Tabla 4.1.1 se muestran los resultados del andlisis cinético de la
His-SmUDP-GIcPPasa, pudiendo observarse que la enzima presenta una cinética de
saturacion hiperbolica para la totalidad de los sustratos con afinidades similares para los
mismos. Llamativamente, la afinidad de la enzima por el cation divalente, que actia
como cofactor esencial, fue un orden de magnitud mayor en el sentido de
pirofosforolisis de UDP-Gle que en el sentido de sintesis (Tabla 4.1.1). Por otra parte, la
Vmax €xhibida por la enzima para catalizar la reaccion de sintesis de UDP-Glc fue 11
veces mayor que la alcanzada para la reaccion inversa. Estos resultados muestran que la
eficiencia catalitica de la enzima para convertir el UTP y la Glc-1P en UDP-Glc es un
orden de magnitud mayor que para catalizar la pirofosfordlisis del nucelotido-azicar.
Cabe mencionar que las mismas determinaciones se realizaron para la enzima sin
etiqueta de histidinas, obteniéndose valores idénticos a los de la His-SmUDP-GIcPPasa,

confirmandose asi que ambas enzimas tienen las mismas propiedades cinéticas. A partir
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de esto, para continuar los estudios se utiliz6 (a menos que se indique lo contrario) la
enzima que contiene la etiqueta de histidinas en el extremo N- terminal que es

relativamente mas facil de obtener en forma pura.

Sustrato So5 (MM) Ny Vmax (U/mg)
Glc-1P 0,31 1,1
UTP 0,54 1,0 10
Mg 2t (sentido de sintesis) 0,40 1,2
UDP-Glc 0,83 1,0
PPi 0,48 1,0 0,9
Mg 2* (sentido de pirofosforolisis) 0,06 1,0

Tabla 4.1.1. ParAmetros cinéticos para los sustratos de la enzima His-SmUDP-GlcPPasa.

Se realizaron ensayos de actividad en presencia de sustratos alternativos como TTP,
ATP, GTP y manosa-1P (Man-1P). La enzima no exhibi6 actividad con ATP ni con
GTP, pero si utilizo TTP y Man-1P. Estos resultados concuerdan, al menos
parcialmente, con lo informado por otros autores respecto a la relativa promiscuidad de
la enzima para utilizar otros sustratos alternativos, sobre todo TTP, o sea, de presentar
actividad de timidililtransferasa (Mizanur y col., 2005; Silva y col., 2005; Mizanur y
Pohl, 2008; Bosco y col., 2009). El valor de So s para TTP usando Glc-1P como segundo
sustrato fue de 0,45 mM, indicando que la enzima presenta una afinidad similar por
ambos nucledtidos, pero la Vinax resultd 4 veces menor en comparacion a la obtenida con
UTP. En el caso de la Man-1P los valores de actividad especifica fueron menores a los
obtenidos con los sustratos convencionales de la enzima. Asi, para la combinacién
Man-1P y UTP la Vpax resultd 14 veces menor, y 80 veces menor para la combinacion
Man-1P y TTP. En la Tabla 4.1.2 se muestran las relaciones entre los azlicares-P para

UTP y TTP.

Glc-1P Man-1P
UTP 100 7
TTP 26 1,26

Tabla 4.1.2. Actividades relativas de la enzima His-SmUDP-GlcPPasa para cada combinacion de los
sustratos UTP y TTP en relacion al azucar fosfato utilizado. La combinacién UTP/Glc-1P fue tomada

como el valor de 100 %.
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4.1.3.3 Determinacion de la estructura cuaternaria

Las estructuras cuaternarias de las UDP-GlcPPasas de organismos procariotas
estudiadas hasta el momento muestran que la forma activa de la enzima no es
monomeérica sino que se presenta con un estado de oligomeriacion al menos dimérico.
Por ejemplo, la UDP-GIcPPasa de E. coli aparece como tetramero al igual que la enzima
de C. glutamicum, P. aeruginosa y S. elodea (Chang y col., 1999; Aragao y col., 2007;
Thoden y Holden, 2007b; a), mientras que en el caso de las enzimas del género
Xanthomonas se han descripto dimeros (Becker y col., 1998; Bosco y col., 2009).
Incluso, se ha especulado que la estructura de tetramero seria en realidad un dimero de
dimeros (Bosco y col., 2009). Con el objetivo de determinar la estructura cuaternaria de
la forma activa de la enzima de S. mutans, se realizé una corrida cromatografica de la
His-SmUDP-GIcPPasa a través de una columna de Superdex 200 equilibrada con
Buffer G segliin lo descripto en la seccion 3.23. La
His-SmUDP-GIcPPasa eluyé en un volumen tal que se corresponde con una masa
molecular de 35 kDa, indicando que la enzima en su estado nativo y activo seria un
mondmero. Como estos resultados marcaban una diferencia importante con los datos
publicados para otras UDP-GIcPPasas bacterianas, realizamos la misma determinacion
cromatografica para la enzima sin etiqueta de histidinas, dada la posibilidad de que
dicha etiqueta esté impidiendo la formacion del oligdémero. Sin embargo, la enzima sin

histidinas present6 el mismo perfil cromatografico que la His-SmUDP-GlcPPasa.

4.1.3.4 Generacion de la enzima quimérica SmUDP-GIcPPasa/EcCADP-GIcPPasaC-
terminal y estudios de regulacion

La ADP-GlcPPasa (EC 2.7.7.27) estd involucrada en la sintesis de glucégeno y
almidon en bacterias y plantas (Gardiol y Preiss, 1990; Iglesias y col., 1993; Sivak y
Preiss, 1998; Ballicora y col., 2002; Ballicora y col., 2003; Ballicora y col., 2007). La
enzima cataliza el paso regulatorio de la produccion del polisacarido en estos
organismos. La ADP-Glc, tanto de eucariotas como de procariotas, se encuentra
regulada alostéricamente por distintos efectores, segun el origen; pero en todos los casos
los activadores e inhibidores son metabolitos clave de la ruta principal de utilizacion del
carbono en el organismo respectivo (Iglesias y col.,, 1993; Sivak y Preiss, 1998;
Ballicora y col., 2003; Ballicora y col., 2007). Ademas, la regulacion es tal que los
activadores estan relacionados con un exceso de carbono y energia metabdlica y

viceversa para los inhibidores. Asi, para las distintas ADP-GIcPPasas los metabolitos
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involucrados en la regulacion son la fructosa-1,6-bisfosfato (Fru-1,6bisP),
3-fosfoglicerato (3PGA), fosfoenolpiruvato (PEP), fructosa-6P (Fru-6P), glucosa-6P
(Glc-6P), piruvato (Pyr), Pi y AMP, entre otros (Gardiol y Preiss, 1990; Iglesias y col.,
1993; Sivak y Preiss, 1998; Ballicora y col., 2002; Ballicora y col., 2003; Ballicora y
col., 2007).

En una primera etapa de nuestro trabajo, con el propdsito de evaluar si la enzima
UDP-GIcPPasa de S. mutans presentaba caracteristicas de regulacion alostérica,
realizamos ensayos de medida de la actividad enzimatica en presencia de los activadores
e inhibidores comunes informados para las ADP-GlcPPasas. Los ensayos se realizaron
utilizando 2 mM de PEP, 3PGA, Fru-1,6bisP, Fru-6P, Glc-6P, Pyr, AMP y Pi,
adicionando un control negativo sin efector. Las actividades especificas obtenidas en
presencia de los efectores fueron similares a las del control, indicando que esta enzima
no se encuentra regulada alostéricamente por estos metabolitos. Estos resultados estan
de acuerdo con los antecedentes bibliograficos, respecto a que las UDP-GIcPPasa no
son enzimas reguladas (Sowokinos, 1981; Kleczkowski y col., 2004; Bosco y col.,
2009); siendo las ADP-GIcPPasas las tinicas que exhiben regulacion dentro de todas las
nucleodsido-difosfo-azucar (NDP-azucar) pirofosforilasas bacterianas (Ballicora y col.,
2003; Ballicora y col., 2007).

Realizando un anélisis a nivel estructural de diferentes NDP-azlicarPPasas, se pueden
observar diferencias importantes en relacion a la presencia y disposicion de
determinados dominios estructurales. Se ha establecido que las ADP-GlcPPasas poseen
dominios comunes con otras pirofosforilasas pero, en general, las primeras son mas
grandes, debido a que contienen un dominio C-terminal mas extendido (de unos
120-150 amino &cidos, aa) y un dominio N-terminal ligeramente mas largo (alrededor
de 10-40 aa) (Ballicora y col., 2003; Ballicora y col., 2007). Se ha puesto en evidencia
que los extremos N- y C-terminal son responsables de las propiedades regulatorias de
las ADP-GIcPPasas bacterianas (Ballicora y col., 2002; Ballicora y col., 2007) y que
alteraciones en el donimio C-terminal causan modificaciones en la regulacion de la
enzima de plantas (Giroux y col., 1996; Salamone y col., 2002). Estudios con enzimas
quiméricas, hibridas entre la ADP-GIcPPasa de E. coli y la de Agrobacterium
tumefaciens refuerzan la idea de que el dominio C-terminal contribuye a determinar la
afinidad por el activador Fru-1,6bisP, indicando que la regulacion esta determinada por
un arreglo tridimensional de los dominios N- y C-terminales (Ballicora y col., 2002).

También se puso en evidencia, con la caracterizaciéon de una ADP-GIcPPasa mutante
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cortada en su cadena polipeptidica, que los dominios N- y C-terminal de la proteina de
E. coli tienen una interaccion fuerte, que se mantiene incluso sin que estén unidos
covalentemente (Bejar y col., 2004).

A partir de los antecedentes de las propiedades de las ADP-GlcPPasas bacterianas
arriba detallados y considerando los resultados obtenidos con la enzima
SmUDP-GIcPPasa, nos propusimos disefiar y construir un gen quimérico que codificara
para una proteina hibrida entre ambos tipos de NDP-GlcPPasas. Dicho gen quimérico,
smUDP-GIcPPasa/ecADP-GIcPPasa c-terminal (1338 pb), se gener6 mediante la
técnica Overlap Extension PCR segun lo descripto en la seccion 3.11. Este gen codifica
para la quimérica SMUDP-GIcPPasa/ECADP-GIcPPasa C-terminal (50 kDa), constituida
por UDP-GIcPPasa de S. mutans, a la que se le fusiona el dominio C-terminal de la
enzima ADP-GIcPPasa de E. coli (Fig.4.1.3). Este ultimo dominio comienza en el
aminoacido prolina 295 (numerado segun la enzima de E. coli) para estratégicamente
incluir el loop que se encuentra precediendo al dominio C-terminal (residuo de
metionina 328). El dominio C-terminal de la ECADP-GIcPPasa interactia fuertemente
con el dominio N-terminal de la misma enzima, segun lo indica el estudio de la mutante
cortada de la ADP-GIcPPasa enterobacteriana (Bejar y col., 2004). De esta manera, se
busco mantener la disposicion espacial que facilita la movilidad relativa entre los dos

dominios de una proteina regulada.
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1 50

Quimera (1) MPSKKVRKAVIPAAGLGTRFLPATKALAKEMLPIVDKPTIQFIVEEALKS
SmUDP-GIcPPasa (1) MPSKKVRKAVIPAAGLGTRFLPATKALAKEMLPIVDKPTIQFIVEEALKS
51 100

Quimera (51) GIEDILVVTGKSKRSIEDHFDSNFELEYNLEQKGKTDLLKLVNDTTAINL
SmUDP-GIcPPasa (51) GIEDILVVTGKSKRSIEDHFDSNFELEYNLEQKGKTDLLKLVNDTTAINL
101 150

Quimera (101) HFIRQSHPRGLGDAVLQAKAFVGNEPFVVMLGDDLMDITDDKAIPLTRQL
SmUDP-GIcPPasa (101) HFIRQSHPRGLGDAVLQAKAFVGNEPFVVMLGDDLMDITDDKAIPLTRQL
151 200

Quimera (151) MNDYEETHASTIAVMEVPHEDVSAYGVIAPQGEGVSGLYSVDTFVEKPAP
SmUDP-GIcPPasa (151) MNDYEETHASTIAVMEVPHEDVSAYGVIAPQGEGVSGLYSVDTFVEKPAP
201 250

Quimera (201) KEAPSNLAIIGRYLLTPEIFTILETQEPGAGNEVQLTDAIDTLNKTQRVF
SmUDP-GIcPPasa (201) KEAPSNLAIIGRYLLTPEIFTILETQEPGAGNEVQLTDAIDTLNKTQRVF
251 300

Quimera (251) AREFKGKRYDVGDKFGFMKTSIDYALKHPQVKEDLKAY I IELGKKLDQKS
SmUDP-GIcPPasa (251) AREFKGKRYDVGDKFGFMKTSIDYALKHPQVKEDLKAY I IELGKKLDQKS
301 350

Quimera (301) TQKNSD.ELDMYDRNWPIRTYNESLPPAKFVQDRSGSHG.TLNSLVSGGC
SmUDP-GIcPPasa (301) TQKNSD--————————— e
351 400

Quimera (351) VISGSVVVQSVLFSRVRVNSFCNIDSAVLLPEVWVYGRSCRLRRCVIDRAC
SmUDP-GIcPPasa @ @ ————————
401 450

Quimera (401) VIPEGMVIGENAEEDARRFYRSEEGIVLVTREMLRKLGHKQER---—---
SmUDP-GIcPPasa @ @ ——————————

Figura 4.1.3. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la enzima SMUDP-GIcPPasa y la enzima
quimérica. En se visualizan los 150 aminoacidos correspondientes al dominio C-terminal de la
enzima ECADP-GlcPPasa. En rojo se destacan los aminoacidos prolina 295 y metionina 328 de la ADP-
GlcPPasa de E. coli, el primero elegido como comienzo del dominio C-terminal a partir de lo

referenciado para el segundo en estudios previos (Bejar y col., 2004).

Una vez obtenido el gen quimérico se confirmé la identidad del mismo por
secuenciacion y posteriormente se procedid a su clonado en el vector de expresion
pRSET-B entre los sitios BamHI y Xhol. Para esto tltimo, se utilizaron diferentes cepas
de E. coli que se encontraban disponibles en nuestro laboratorio y se ensayaron distintas
condiciones y medios de cultivo; obteniendo, en todos los casos ensayados, la enzima
en forma insoluble. Finalmente, se pudo obtener la enzima en la fraccion soluble
empleando el sistema E. coli BL21 (DE3) pLysS, cuyo cultivo se realizo en medio LB.
La purificacion de la enzima quimérica, que tiene fusionada una etiqueta de histidinas
en el extremo N-terminal, se realizd mediante una cromatografia de afinidad de metal
inmovilizado, como se indica en la seccion 3.18.1. De esta forma, se alcanz6 una pureza

del 90%, de acuerdo a lo observado en el analisis por SDS-PAGE (Figura 4.1.4)
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H.0kDa~-
67.0kDa -

43.0kDa -

30.0kDa~-

20.1 kDa -

Figura 4.1.4. Analisis por SDS-PAGE al 12% de la enzima quimérica SmUDP-GlcPPasa/ECADP-

GlcPPasa C-terminal (50 kDa) purificada por cromatografia de metal inmovilizado.

La enzima quimérica purificada exhibi6é actividad de UDP-GlcPPasa (Ae en el
sentido de sintesis de UDP-Glc de 0,6 U/mg), pero no fue activa como ADP-GlcPPasa.
La estructura cuaternaria, segin los datos arrojados por la cromatografia de filtracién
por geles, revelan que la enzima quimérica es un mondémero (50 kDa), al igual que lo
determinado para la enzima SmUDP-GIcPPasa y diferente a lo que concierne a la
ADP-GIcPPasa que es tetramérica (Ballicora y col., 2003).

Con la proteina quimérica purificada se realizaron ensayos de actividad de
UDP-GlIcPPasa en ambos sentidos de catdlisis, en ausencia y en presencia de los
efectores de las ADP-GIcPPasas antes mencionados (PEP, Fru-1,6bisP, Fru-6P, 3PGA,
Glc-6P, Pyr, Pi y AMP). La actividad de la enzima no se vio modificada, excepto por la
presencia de 3PGA en el medio de ensayo. Este compuesto incrementd 6 veces la
actividad de la enzima ensayada en el sentido de sintesis de UDP-Glc y 1,7 veces la de
pirofosforolisis del nucledtido-azicar. La Figura 4.1.5 detalla la velocidad de sintesis de
UDP-Glc catalizada por la enzima a concentraciones variables de 3PGA (entre 0-20
mM) en el medio de ensayo. Puede observarse que las curvas de saturacion para el
activador alostérico de la enzima quimérica fueron ligeramente sigmoideas y que el
valor de Ags para el mismo puede calcularse en 10,5 mM. Por otra parte, como se
muestra en la Tabla 4.1.3, los parametros cinéticos de la afinidad de la enzima
quimérica para cada uno de los sustratos no se modificaron significativamente (en

ninguno de los dos sentidos de catélisis) por la presencia del 3PGA (15mM).
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Figura 4.1.5. Curva de activacion por 3PGA de la enzima quimérica SmUDP-GlcPPasa/ECADP-
GlcPPasa C-terminal ensayada en el sentido de sintesis de UDP-Glc. En el recuadro pequefio se muestran

los valores de Vj y Vinax (ambas en U/mg), asi como el coeficiente de Hill (n) y el Ags (en mM).

Sin efector Con 15 mM 3PGA

Sos (MM)  NH Vimax (U/mg) Sos (MM) N Viax (U/mg)

Glc-1P 0,04 1,0 0,15 1,3
UTP 0,15 1,0 0,60 0,10 1,0 3,80
Mg 2 (sentido de sintesis) 0,32 1,7 0,80 1,3
UDP-Glc 0,58 1,3 0,60 0,9
PPi 0,79 1,0 0,09 1,69 0,8 0,15
Mg % (sentido de pirofosforolisis) 0,45 1,0 0,57 1,2

Tabla 4.1.3. Parametros cinéticos de la enzima quimérica en presencia y ausencia del activador 3PGA.

Hasta el momento, no se ha informado sobre ninguna UDP-GlcPPasa que responda a
alglin tipo de regulacion alostérica (Bosco y col., 2009); a diferencia de lo que si ocurre
en la mayoria de las ADP-GIcPPasas que son reguladas por distintos efectores
(Ballicora y col., 2003). En nuestro caso de estudio, la incorporacion del dominio
C-terminal de la enzima ECADP-GIcPPasa a la secuencia completa de
SmUDP-GIcPPasa, gener6 un hibrido cuya actividad enzimatica se ve incrementada en
presencia de 3PGA. Este comportamiento, en donde el 3PGA actia como activador de
la enzima, es similar al encontrado para las ADP-GIcPPasas de cianobacterias y
eucariotas fotosintéticos como plantas superiores y algas verdes (Ballicora y col., 2003).

Los resultados obtenidos, estan de acuerdo con lo propuesto por otros autores respecto a
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que las NDP-azucarPPasas posiblemente deriven, evolutivamente, de un ancestro
comun y que (salvo las ADP-GIcPPasas) habrian perdido parte del dominio C-terminal,
por lo que no se comportan como enzimas alostéricas (Ballicora y col., 2007). Los
resultados también son coincidentes con el hecho de que el dominio N-terminal es
necesario pero no suficiente para tener una ADP-GlcPPasa activa y regulada, sino que
también es necesaria la interaccion con residuos presentes en el extremo C-terminal,
siendo esto ultimo critico para la regulacion de estas enzimas (Ballicora y col., 2002;

Ballicora y col., 2003; Bejar y col., 2004; Ballicora y col., 2007).
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42 CAPITULO 2: Caracterizacion de la enzima UDP-GIcPPasa de
Entamoeba histolytica

Como se describio en el capitulo introductorio, la superficie celular de E. histolytica
es determinante para su patogenia, siendo clave en el reconocimiento y muerte de
células blanco del hospedero (Clark y col., 2000). Esta ameba patdogena posee
glicoconjugados de la superficie celular anclados a GPI, como ser la Gal/GalNAc
lectina y los denominados lipofosfoglicanos (LPGs) (Saffer y Petri, 1991; McCoy y
col., 1993a). Las estructuras de estos glicoconjugados involucran residuos de Man, Glc
y Gal, que primariamente son interconvertidos metabdlicamente como NDP-azlcares,
pero la ruta biosintética de aquellos no esta del todo esclarecida en este organismo.
Como parte del trabajo de Tesis llevamos a cabo la caracterizacion de las propiedades
cinéticas, regulatorias y estructurales de la UDP-GIcPPasa de E. histolytica, con el
objeto de poder aportar mas datos sobre el metabolismo de los hidratos de carbono en
este organismo, que permitan una mayor comprension de los mecanismos de sintesis de

los compuestos de la superficie celular.

4.2.1 Aislamiento y clonado del gen que codifica para la enzima UDP-GIcPPasa de
Entamoeba histolytica

Trabajos previos (Takeuchi y col., 1977; Lobelle-Rich y Reeves, 1983) informan
sobre la presencia de la enzima UDP-GIcPPasa en extractos de E. histolytica (cepa
HKD9), realizando una minima caracterizacion de la enzima purificada parcialmente
desde la fuente natural. A partir de lo expuesto anteriormente, y con el objeto de obtener
mayor informacion de enzimas involucradas en el metabolismo de azlicares, iniciamos
el clonado molecular del gen para la obtencion de la ERUDP-GIcPPasa recombinante, a
partir de ADN gendmico de la ameba. Se disefiaron oligonucledtidos especificos en
base a la secuencia del gen (CDS: 106.m00139) disponible en la base de datos del
proyecto genoma de E. histolytica (Wellcome Trust, Sanger Institute, Pathogen
Sequencing Unit, http://www.genedb.org) y se utilizaron para la amplificacion del gen
mediante PCR.

El gen amplificado (ehugp, 1446 pb) se clondé dentro del vector pCR“4Blunt-
TOPO®, corroborando posteriormente la identidad del mismo por secuenciacion. El
vector de clonado utilizado para la expresion de la enzima recombinante fue pRSET-B y
la insercion del gen dentro del vector se realizd entre los sitios BamHI y HindIII,

quedando fusionado a una secuencia que codifica seis histidinas (fusion N-terminal). El
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producto de la traduccion del gen es una proteina de 54,8 kDa, cuyo punto isoeléctrico
es de 6,6. La secuencia de aminoacidos de la proteina de interés presenta una elevada
homologia con UDP-GIcPPasas de otros organismos eucariotas, sobre todo con las de
parasitos protozoarios (Fig 4.2.1), pero presenta diferencias notables (especialmente en

longitud y dominios cataliticos) con las de organismos procariotas (véase seccion 1.1.5).

A. thaliana (1) ——-———————m—mmmmmmmm MAATATEKLPQLKSAVDEBL TEMSENEKSGE INL
S. tuberosum (1) ——--————mmmmmmmmmmm o MATAATLSPADAEKLNNLKSAVAGLNQ I SDNEKSGF INL
H. sapiens (1) SRFVQDLSKAMSQDGASQFQEVIRQELEBSVKKELEK ILTFASSHEFEHTKKBLDGERKL

L. major (1) ——————mmmmmmmm e MENDMKSLSARBQACVKKMRDAKVNEAC IRTF

T. cruzi (1) ] MSSVTAAISEAASACRAKMEAAGVNEAC IRTF

T. brucei (1) ——m MPLONPPSAFSGAALACLEKMQASGVEEKCIHIF
E.histolytica (1) ——-—————————-——- MELK INQMNTQENRTKTEEN 1 QHLLQQGASEBDTKNLKSFQ I LH
S. cerevisiae (1) --MSTKKHTKTHSTYAFESNTNSVAASQMRNALNKLADSSKLDDAARAKFENELDSFFTL
61 120

A. thaliana  (34) VSRYLSGEAQ--HIEWSKIQTPTDE IVVPYDKMANYSEDASETKYLLDKLVVLKENGGLG

S. tuberosum

VGRYLSGEAQ--HIDWSKIQTPTDEVVVPYDKLAPLSEDPAETKNLLDKLVVLKLNGGLG

H. sapiens  (61) FHRFLQEKGP--SVDWGKIQRPPEDSEQPYEKIEK-ARGLPDNISSVLNKLVVVKENGGLG

L. major  (33) [NAQHVMVSKG----ETGSIPDSAIMPVDSLDALDSET IECD--NAVLQSTVVLKLNGGLG

T. cruzi (33) EKQHAFISKG----ETGNIPESSISPVESLDSLEDETVPAD--PSLLEHLVVLKLNGGLG

T. brucei (34) EIQHALVMRKG----ETGYIPEKSIFPVESLPFLQGUETKGEN-TALLRQAVVLKLENGGLG

E_histolytica  (45) NAYLEQIDKKTTGEIEWDKVESLPKEFSVDYSTLD-KDFTKEEI IELLKKTCIFEKENGGLG
S. cerevisiae (59)

A. thaliana
S. tuberosum
H. sapiens

FRRYLVEKSSRTTEEWDK IKSPNPDEVVKYE I IS ---QQPENVSNLSKLAVLKLNGGLG
121 [ ]
TIMGCTGPKSVIEVRDGL TFEDL I VEQUENENNKYNCKVPEVLMNSFNTHDDTQKIVEK -
TIMGCTGPKSYIEVRNGLTFLDL I VKQIEALNAKEGCSVPLELMNSENTHDDTLKIVEK -
TSMGCKGPKSE IGVRNENTFLDLTVQQIEHLNKTYNTDVPLYLMNSFNTDEDTKKIIEQK -

L. major (87) TGMGLCDAKTLLEVKDGKTFLDFTALQVQYLRQHCSEHERFMLMDSFNTSASTKSFLKAR

T. cruzi  (87) TGMGLQTAKTELPVKDGKTFIDFTVLQLEHLRKTYSDHURFMLMDSFATSSETKAHIKK-

T. brucei  (89) TGMGLNGPKSEEQVKNGQTFLDFTALQEEHFRQVRNCNVPFMLMNSFSTSGETKNFERK-
E.histolytica (104) TSMGCTGPKSVIEVRNGLTFLDH I[FLOLKALYREYGVVVPLYLMNSFSTNVETEKVIKK-

S. cerevisiae (115) WSVIEVREGNTFLDLSVRQIEYLNRQYDSDVPLLLMNSFNTDKDTEHLIKK—
240

A. thaliana (151) ---YTKSNUDIHTENQSKYPRVVADEFVPWPSKGKT---DKDGWYPPGHGDVEPSLMNSG
S. tuberosum (157) ---YANSNJIDIHTENQSQYPREVTEDFAPEPCKENS---GKDGWYPPGHGDVEPSLMNSG
H. sapiens (177) ---YNHCRVKIYTENQSRYPRINKESLLPVAKBVSYSGENTEAWYPPGHGDIYASFYNSG

L. major (147) YPWLYQVFDSEVELMQONQVPKILQDTLEPAAWAENP----AYEWAPPGHGDIYTALYGSG

T. cruzi (146) YSWLFDTFDKEVMEL IQNRVPKICQDTLLPYTYEADA----SCEWAPPGHGDLY TALYGSG

T. brucei (148) YPTLYEVFDSDIELMQNRVPKIRQDNFFPVTYEADP----TCEWVPPGHGDVYTVLYSSG
E.histolytica (163) --YEQDNDVRILTFLQHKEPRIDAQTLLPVCTELNG---RKEEWYPPGHGDFLQSFVDSK
S. cerevisiae (174) ---YSANRIRIRSFNQSREPRVYKDSLLPVPTEYDS---PLBAWYPPGHGDEFESLHVSG
241 300

A. thaliana
S. tuberosum

KLDAFLSQGKEYVFIANSDNLGA I VDLKILKHLETQNKN----EYCMEVTPKTLADVKGGT
KLDALLAKGKEYVFVANSDNLGA1VDLKILNHEELNKN----EYCMEVTPKTLADVKGGT

H. sapiens (234) LLDTFIGEGKEYIFVSNIDNLGATVDLYILNHEMNPPNGKRCEFVMEVTNKTRADVKGGT

L. major (203) KLQELVEQGYRYMFVSNGDNLGATIDKRVLAYMEKEK|----DFEMEVCRRTESDKKGGH

T. cruzi (202) KLDDLLRSGYKYMFVSNGDNLGATEDARELAYMKLNQLE----EFEMEVCRRTESDKKGGH

T. brucei (204) KLDYLLGKGYRYMFISNGDNLGATEDVRELDYMHEKQE----GFEMEVCRRTESDKKGGH

E.histolytica (218) AFQTLKEEGKEYLFLSNSDNLGAIPDITIMHHFSKNHE----DFAEELTPKTLNDVKGGT
S. cerevisiae (228)

A. thaliana
S. tuberosum
H. sapiens

L. major

T. cruzi

T. brucei
E.histolytica
S. cerevisiae

A_thaliana

S. tuberosum
H. sapiens

L. major

T. cruzi

T. brucei
E_histolytica
S. cerevisiae

ELDALTAQGRE I EFVSNGDNLGATVDLKILNHMEETGA----EYIMELTDK T
501 i
BisygG-------------- KVQLLETAQVPDEHVNEFKSTEKFKEFNTNNLWVYNLKATK
LISYEG----—-----————- KVQLLETAQVPDEHVNEFKSIEKFKEFNTNNLWVYNLSATK
LTQYEG----------———- KERLVETAQVPKAHVDEFKSVSKEKEFNTNNLWISLAAVK
LARQTVYVKGKDGQPDAEKRVLELLRESAQCPKADMESFQDINKYSFENTNNLWIRLPVLEL
IAYQTACFDDDTAP----ERRFILRESAQCPKEDEASFQDVERHRFFNTNNLWVDLAALK
LAYKDVIDETTGQT----RRRFVLRESAQCPKEDEDSFQNTAKHCFENTNNIWINLMEEK
LIRYGN-=====———————- KEKMLE TAQVPSEHVAEFKD I KKFKVFNTNNIWMNMSATQ
LISYDG----—————————~ QVRLLEVAQVPKEHIDEFKNIRKETNFNTNNLWINLKAVK
361 420
KLVEADA--LKMEI IPNPKEVDG----- VKVLQLETAAGAAIRFFDNA1GVNVPRSRFLP
RLVEADA--LKME I IPNPKEVDG—---— VKVLQLETAAGAATKFFDRAIGANVPRSRFLP
RLQEQNA--IDME I IVNAKTLEDGG----ENVIQLETAVGAAIKSFENSLGINVPRSRFLP
ETMQEHGGTLPEPVIRNEKTVDSSNSASPKVYQLETAMGAATAMFESASATVVPRSRFAP
KTMDSHSGALPEPVIRNAKTVNPVDGTSTKVYQLETAMGAATGLFRRSAAVVVPRERFAP
KMMDEQLGVLREPVMRNPKTVNPQDSQSTKVYQLEVAMGAAISLFDRSEAVVVPRERFAP
HVVEKRTLLNNMD I IVNRKKDGQR----- DVIIQLE IAVGCAVSAFEHTTAYIVPRSRFLP
RLTESSN--LEMEIIPNQKTETRDG-HEINVEQLETACGAAIRHFDGAHGVVVPRSRFLP
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421 480

A.thaliana (360) ATSDLLLVQSDLYTLVDG-FMTRNKARTNPTNPAIELGPEFKKVASELSRFKS-IPSI

S. tuberosum (366) ATSDLLLVQSDLYTLTDEGYMIRNPARSNPSNPSIIELGPEFKKVANELGRFKS-IPSI
H. sapiens (394) TTSDLLLVMSNLYSLNAG-SLTMSEKREFPTVPEVKLGSSFTKVQDYLRRFES-1PDM

L. major (379) TCADLLAERSDAYVNTDDFRLVLDBRCHGHPPVNDLDSAHYKMMNGFEKLVQHGVPSE

T. cruzi (374) TCSDLLALRSDAYVVTEDQRLVLCEERAGKPPTIIELDNQHYK Il TGLDALVKDGVPSL

T. brucei (376) TCSDLLALRSDAYQVTEDQRLVLCEERNGKPPAIDLDGEHYKMIDGFEKLVKGGVYPSL
E_histolytica (375) ACNDLFFIQSTLEGLNESGHMVDNARKVSD I PPSUTFSKDEQFISEYQKHMQH-[IPN]I
S. cerevisiae (387) TCSDLLLVKSDLERLEHG-SLKLDPSRFGP-NPEIKLGSHFKKVSGENARIPH-[IPKII
481 540

A. thaliana (418) VELDSLKVSGDVWFGSGVVLKGKVTVKANAGTKEEIPDNAVLENKDENGPEDE----—--
S. tuberosum (425) [IDLDSLKVIGDVWFGSGVTLEGKVTIAAKSGVKLEIPDGAVIANKDINGPEDE-------
H. sapiens (452) EELDHLTVSGDVTFGKNVSLKGTVEIIANHGDRIDIPPGAVLENKIIVSGNLRELDH----

L. major (439) VECKRVTVKGLVQFGAGNVLTGTVTIENTDSASARVIPDGAKLNDTTASPQQSTNK----

T. cruzi (434) RQCTKLIFQGPVEFQSGTVVKGEVMIRNSKKEPFITERDRVLNNEVMEY -——————————

T. brucei (436) RQCTSLTVRGLVEFGADVSVRGNVMIKNLKEEPLINIGNGRVLDNEVWVVE---———-——-
E_histolytica (434) EHLNSLVVDGNEIVFGKNVKLVGDVVEKNTTTKPELEEDKTEENTTETF-——————————-
S. cerevisiae (444) VELDHLTETGNVFLGKDVILRGTVIIVCSDGHKIDIPNGSTLENVVVTGNLQELEH----

Figura 4.2.1. Alineamiento de secuencias de la UDP-GlcPPasa de organismos eucariotas: Arabidopsis
thaliana, Solanum tuberosum, Homo sapiens, Leishmania major, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, Entamoeba histolytica y Sacharomyces cerevisiae. Se observa una elevada identidad de secuencia.
En amarillo se marcan los aminoacidos conservados en todas las UDP-GlcPPasas, en azul se marcan los
residuos aminoacidicos caracterizados como de unién a sustrato, en rojo los residuos de union a
nucleétido y en rosado se remarcan los aminoacidos histidina y lisina que interactian con las cargas

negativas del fosfato de la UDP-Glc.

4.2.2 Expresion y purificacion de la enzima EhUDP-GIcPPasa

Para expresar la EhUDP-GIcPPasa recombinante se utilizaron células de
E. coli BL21 (DE3) competentes, las cuales fueron transformadas con la construccion
[PRSET-B/EhUDP-GlcPPasa]. El agregado de la etiqueta de histidinas en el extremo
N-terminal de la proteina de interés permitio realizar la purificacion de la misma
empleando una cromatografia de metal inmovilizado (IMAC) utilizando una resina del
tipo IDA-Ni*" (segiin seccion 3.18.1). La proteina fue obtenida en forma soluble en el
extracto crudo y la fraccion eluida de la columna de IMAC con 300 mM de imidazol
correspondiod a la que contenia a la proteina His-EhUDP-GIcPPasa con mayor grado de
pureza. En la figura correspondiente al SDS-PAGE (Fig. 4.2.2) podemos observar la
banda perteneciente a la proteina purificada (54,6 kDa maés el agregado de 3kDa
correspondiente a la etiqueta de histidinas). Por otra parte, la estructura cuaternaria de la
enzima pura se determin6 mediante el método de exclusidon por tamafio o cromatografia
de filtracion por geles. La enzima recombinante generd un unico pico de elusion con un
volumen de retencidén correspondiente a un mondmero, hecho que es coincidente a lo

informado para la enzima del parasito protozoario L. major (Lamerz y col., 2006).
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Figura 4.2.2. Purificacion de la enzima EhnUDP-GlcPPasa. La calle 1 corresponde al SDS-PAGE al 10%
de la enzima purificada por IMAC. La calle 2 y 3 corresponden a la inmunodeteccion (luego de la
electroforesis y transferencia de las proteinas sobre membranas de nitrocelulosa) de la enzima
recombinante purificada y de la enzima en un extracto crudo de E. histolytica respectivamente. En los
ensayos de inmunodeteccion la enzima fue reconocida por los anticuerpos anti TbUDP-GIlcPPasa

generados en conejo.

La Figura 4.2.2 también muestra que la EnUDP-GlcPPasa recombinante purificada
fue reconocida en experimentos de inmunotransferencia por anticuerpos policlonales
especificos desarrollados en conejo contra la UDP-GIcPPasa de T. brucei (proteina que
tiene un 30% de identidad con la enzima de E. histolytica). Estos anticuerpos también
fueron utilizados para evidenciar la presencia de la enzima en células del parasito, ya
que los mismos reconocieron, en extractos de E. histolytica resueltos por SDS-PAGE,
una banda proteica de movilidad coincidente con la EhUDP-GlcPPasa recombinante
(Fig. 4.2.2). Ademas pudo realizarse la inmunolocalizacion intracelular de la enzima
utilizando microscopia de epifluorescencia (Fig. 4.2.3). Se detectaron sefiales de
reconocimiento en forma de particulas, lo que sugeriria que la proteina se localizaria en
cuerpos vesiculares intracitoplasmaticos de la ameba. Esto indicaria, en principio, una
posible ubicacion a nivel de los microsomas del parasito. Nuestros resultados
concuerdan con lo publicado anteriormente respecto a que la UDP-GlcPPasa se
encuentra particulada (Takeuchi y col., 1977), y con lo propuesto por Salgado y
colaboradores, basandose en el modelo de las rutas metabdlicas descriptas en

S. cerevisiae (Salgado y col., 2005).
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C

Figura 4.2.3. Microscopia de epifluorescencia de células de E. histolytica. (A) microscopia directa; (B)
control positivo empleando anticuerpos primarios totales; (C) utilizando anticuerpos policlonales de
conejo anti-ThUDP-GIcPPasa. (B-C) tincion fluorescente utilizando anticuerpos primarios y secundario

conjugado a FITC.

4.2.3 Caracterizacion funcional de la enzima EhUDP-GIcPPasa
4.2.3.1 Evaluacioén de la actividad enzimatica y determinacion de los parametros
cinéticos

La EhUDP-GIcPPasa recombinante purificada resultdo activa, exhibiendo una Ae
para la catalisis en el sentido de sintesis de UDP-Glc que fue alrededor de 30 veces
mayor que en el sentido inverso de pirofosfordlisis, con valores similares a los
informados para la enzima de tubérculo de papa (Gupta y col., 2008). La caracterizacion
cinética de la enzima permitié determinar los parametros detallados en la Tabla 4.2.1.
La enzima utiliza Mg®" como cofactor esencial y presenta curvas de saturacion
hiperbdlica para los sustratos Glc-1P y PPi, mientras que para UTP y UDP-Glc el patrén
de la cinética de reaccion mostrd cooperatividad. Este tipo de comportamiento
concuerda con lo publicado para pirofosforilasas de otros organismos (Iglesias y col.,
1993) y los valores de Vi ¥ Sos calculados se encuentran en el mismo orden que los

obtenidos por Gupta y col. (2008) para la UDP-GIcPPasa de plantas.

Sustrato So,5 (MM) NH Vimax (U/mg)
Glc-1P 0,25 1,0
UTP 0,81 1,9 95
Mg 2t (sintesis de UDP-Glc) 0,06 1,9
UDP-Glc 0,44 1,6
PPi 0,94 1,2 3,0
Mg 2t (pirofosforolisis) 0,06 1,0

Tabla 4.2.1 Parametros cinéticos para los sustratos de la enzima EnUDP-GlcPPasa.
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Por otra parte, se pudo determinar que la actividad de la enzima no es afectada por
distintos metabolitos caracterizados como efectores alostéricos de ADP-GlcPPasas de
diversas fuentes bioldgicas, tales como PEP, Fru-6P, Pyr, Glc-6P, 3PGA, Fru-1,6bisP,
AMP y Pi (Sowokinos, 1981; Ballicora y col., 2003). Estos resultados son coincidentes
con lo informado respecto a que las UDP-GIcPPasa no son enzimas reguladas
(Sowokinos, 1981; Kleczkowski, 1994; Kleczkowski y col., 2004; Bosco y col., 2009).
Por otra parte, la enzima no utiliz6 ATP, GTP, TTP ni Man-1P como sustratos
alternativos, a diferencia de lo que ocurre con las enzimas bacterianas, como se ha

descripto anteriormente en esta tesis para la enzima de S. mutans.

4.2.3.2 Regulacion redox sobre la actividad de la enzima EhUDP-GIcPPasa

La estructura primaria de la EhUDP-GIcPPasa contiene cinco residuos de cisteina y
once de metionina. Estos son dos residuos aminoacidicos susceptibles a la acciéon de
agentes oxidantes, por lo que se decidi6 analizar si la actividad de la enzima
recombinante purificada era afectada durante la incubaciéon con tres de éstos
compuestos: diamida, peréxido de hidrogeno (H,O,), y nitroprusiato de sodio (NPS),
los cuales son capaces de modificar el estado redox de motivos que contienen azufre
(-S). Cabe destacar que el NPS genera especies reactivas de nitrogeno (como o6xido
nitrico) capaces de producir S-nitrosilacion de proteinas (Aleryani y col., 1999). En la
Figura 4.2.4 podemos observar que la incubacion de EhUDP-GlcPPasa con cada uno de
los tres agentes oxidantes afecta su actividad enzimatica, presentando una inhibicion
irreversible en funcion del tiempo. Un estudio més detallado indic6 que, variando los
niveles del inhibidor, la pérdida de actividad enzimatica sigue una cinética de pseudo-
primer orden, con grados de reactividad establecidos a partir de constantes de
inactivacion (K|) determinadas por el reciproco del producto entre el tiempo (para lograr
el 50% de inactivacion) y la concentracion del agente oxidante. De esta manera, la
diamida (K; de 0,095 min™ mM™) exhibe el mayor grado de reactividad, seguida por
H,0, (K; de 0,070 min’! mM'l) y finalmente por NPS (K; de 0,022 min’! mM'l). Sin
embargo, los tres compuestos son oxidantes efectivos actuando en el mismo orden de
concentracion, con niveles de H;O, y NPS capaces de inactivar la enzima en un rango
de 1- 5 mM, en un periodo de 10 min. Esto ultimo es compatible con los valores
encontrados en diferentes células para especies oxidantes y S-nitrosilantes (Hess y col.,

2005; Rhee, 20006).
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Figura 4.2.4. Inactivacion de la enzima EhUDP-GlcPPasa en presencia de oxidantes. La enzima se
incubd con 0,5 mM diamida (e), 1 mM peroxido de hidrogeno (A), S mM de NPS (m) o en ausencia de
oxidante (V) (control) a pH 8,0 y 25 °C. En cada uno de los tiempos establecidos se tomaron alicuotas a

las que se les determind la actividad UDP-GlcPPasa en sentido de sintesis de UDP-Glc.

Conjuntamente, se realizaron ensayos para evaluar si los sustratos Glc-1P y UTP
eran capaces de evitar la pérdida de actividad de la UDP-GlcPPasa cuando se incubaba
a 25 °C con el oxidante diamida (Fig. 4.2.5). Cuando el tratamiento con diamida se
realizd en presencia de Glc-1P 1 mM, la pérdida de actividad de la enzima fue similar a
la observada en ausencia de sustratos. Por el contrario, cuando la oxidacion se realizo en
presencia de UTP 1 mM, la enzima presentd un comportamiento similar al de la enzima
sin oxidar, indicando que el UTP se une a la proteina y esa union hace que la misma no
sea susceptible a la oxidacion (efecto protector). Se sabe que este tipo de enzimas
presentan un mecanismo de reaccion secuencial en el cual primeramente se une el UTP
y esta unidon provoca un cambio de conformacion que permite la entrada del azticar-P al
sitio activo (Geisler y col., 2004; Lamerz y col., 2006). Esto podria estar explicando de
algun modo que el UTP actiie como protector en la pérdida de actividad de la enzima

tras la oxidacion.

76



Resultados y discusion - Capitulo 2

100

80

60

40

20

% Actividad Relativa

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura 4.2.5. Ensayo de proteccion de la enzima EnUDP-GlcPPasa por los sustratos a la oxidacion con
diamida. La enzima se incub6 a 25 °C y se tomaron alicuotas a intervalos regulares para ensayar la
actividad remanente en el sentido directo de reaccion. Control sin oxidante (@), enzima con diamida (A),

enzima con diamida y Glc-1P 1 mM (¢) enzima con diamida y UTP 1 mM (m).

Por otra parte, el efecto inhibitorio de los agentes oxidantes sobre la actividad de la
EhUDP-GIcPPasa pudo ser revertido por incubacion de la enzima oxidada con
diferentes agentes reductores (Fig. 4.2.6). En la Figura 4.2.6 podemos observar que
tanto agentes quimicos como el DTT, como también efectores bioldgicos como TCTXN
y TbTRX, fueron efectivos para revertir la actividad enzimatica. Estos ultimos tienen
una relevancia fisioldgica potencial, como agentes redox, ya que se encuentran dentro
de las células en concentraciones comparables que son capaces de forzar la recuperacion

de la actividad enzimatica.
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Figura 4.2.6. Efecto de diferentes agentes reductores sobre la EhUDPGIcPPasa oxidada. La
UDP-GIcPPasa oxidada e inactiva se incubd a pH 8,0 y 25 °C con DTT (e), TOTRX g (m), 0 TCTXN,q
(A) en las concentraciones especificas. Luego de 30 min a cada una de las muestras se les determiné la

actividad UDP-GIcPPasa empleando el método colorimétrico (Fusari y col., 2006).

La Figura 4.2.7 refuerza este punto, debido a que agentes encontrados
especificamente en E. histolytica, como [ -Cisteina [principal tiol de bajo peso molecular
encontrado en el parasito (McLaughlin y Aley, 1985)], EhTRX8 y ENTRX41 también
fueron efectivos en revertir a la EhUDP-GIcPPasa de un estado inactivo a un estado
completamente activo. Un analisis de las formas reducida y oxidada de la enzima revela
que la primera migra mas rapidamente en el SDS-PAGE (Fig. 4.2.8). Como podemos
observar en la Figura 4.2.8, los cambios en la motilidad aparente entre las dos formas
redox de la enzima fueron alcanzados luego del tratamiento con diferentes agentes
redox, causantes de la oxidacion o reduccion de la proteina. La diferencia en el tamafio
aparente encontrado entre la enzima oxidada y la reducida es de aproximadamente
7 kDa y no es compatible con un entrecruzamiento intersubunidades, pero si sugiere la
formacion de puentes disulfuros intramoleculares luego de la oxidacion. Se ha
informado que el entrecruzamiento covalente entre residuos de cisteinas dentro de un
polipéptido facilita la formacidon de una estructura mas compacta (Loferer y col., 1995;
Kang y col., 1999) y esto podria modificar la cantidad de SDS que se une por masa de
proteina, afectando asi la movilidad electroforética. Estos resultados sugieren
fuertemente una regulacion de la EhUDP-GIcPPasa, donde la formacion o ruptura de

disulfuros podria ser un mecanismo relevante. Seria importante identificar residuos en la
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enzima involucrados en dicha modificacion redox, y el modelado por homologia es una
herramienta perfecta para poder establecer las distancias relativas entre cisteinas en la

estructura 3D de la proteina.
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Figura 4.2.7. Efecto de la [ -Cisteina y EnTRX sobre la ERUDP-GlcPPasa oxidada. La UDP-GlcPPasa
oxidada e inactiva se incubd a pH 8,0 y 25°C con L-Cysteina (m), EhnTRX41(e), 0 ENTRX8 (A) en
concentraciones especificas. Luego de 30 min a cada una de las muestras se les determino la actividad

UDP-GIcPPasa empleando el método colorimétrico.
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Figura 4.2.8. Analisis de los diferentes estados redox de la EhUDP-GIcPPasa por SDS-PAGE no
reductor al 10%. Previo a realizar la electroforesis distinta alicuotas de la enzima recombinante purificada
fueron tratadas con 0,5 mM de diamida (linea 1), 5 mM nitroprusiato de sodio (linea 3), o 1 mM peroxido
de hidrogeno (linea 5) durante 30 min. La enzima oxidada por cada uno de los tres agentes oxidantes fue
posteriormente reducida por el agregado de DTT 5 mM durante 30 min (lineas 2, 4, y 6) y finalmente

fueron analizadas mediante SDS-PAGE.
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4.2.4 Modelado por homologia de la EhUDP-GIcPPasa

Con el objeto de poder localizar los posibles residuos de aminoéacidos involucrados
en este fendmeno redox, se desarrolldé un modelo por homologia de la
EhUDP-GIcPPasa, utilizando los templados que se detallan en la Tabla 4.2.2, los cuales
derivan de las estructuras de rayos X ya conocidas de enzimas homodlogas de
organismos eucariotas (Roeben y col., 2006; McCoy y col., 2007; Steiner y col., 2007).
La mayoria de los templados seleccionados presentan un numero significativo de
residuos idénticos (44%). La UDP-GlcPPasa de Leishmania major (2oeg) tiene un
menor porcentaje de residuos idénticos (33%) pero éste fue incorporado para ampliar la
diversidad de posibilidades de plegamiento dentro de nuestro modelo. El global score
asignado por verify3D fue de 181 mostrando que el mejor modelo cae dentro del rango

esperado (para 481 residuos, score minimo: 102, score maximo: 220).

Caddigo PDB Expect. | Longitud Identidad Positivos Gaps R(eic))l.

1z90 (cadena A) | 5.0E-098 460 192/433 284/433 9/433 1.86
(44%) (65%) (2%)

2i5k (cadena A) | 7.0E-098 465 194/445 280/445 11/445 3.10
(43%) (62%) (2%)

2icy (cadena A) 1.0E-096 456 191/420 277/420 9/420 1.64
(45%) (65%) (2%)

2icx (cadena B) 5.0E-094 455 188/419 274/419 11/419 1.85
(44%) (65%) (2%)

20eg (cadena A) | 9.0E-057 482 133/403 214/403 32/403 2.30
(33%) (53%) (7%)

Tabla 4.2.2. Templados utilizados para construir la estructura de la EhUDP-GlcPPasa: 1z90:
UDP-GlcPPasa codificada por el gen At3g03250 de Arabidopsis thaliana, forma APO (McCoy y col.,
2007); 2i5k: UDP-GlIcPPasa de Saccharomyces cerevisiae (Roeben y col., 2006); 2icy: UDP-GlcPPasa de
Arabidopsis thaliana con la UDP-Glc unida (McCoy y col., 2007); 2icx: UDP-GIcPPasa de Arabidopsis
thaliana con el UTP unido (McCoy y col., 2007); 2oeg: UDP-GlcPPasa de Leishmania major (Steiner y
col., 2007).

En la Figura 4.2.9 se muestra el alineamiento utilizado para generar nuestro modelo.
Con el objeto de comparar los elementos de las estructuras secundarias entre los datos
experimentales y aquellos obtenidos a partir del modelo, se incluyo la estructura
secundaria de la forma APO de la enzima de Arabidopsis thaliana (1z90, ver Tabla
4.2.2).
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Figura 4.2.9. Alineamiento de estructuras secundarias de la EhUDP-GlcPPasa (designada como UDP) y los
templados utilizados para generar el modelo. Las laminas B y las o hélices son indicadas con flechas y cintas
bucles respectivamente. En celeste se resaltan los residuos involucrados en la uniéon al UTP y en amarillo
(flechas) se destacan los residuos de cisteina (108 y 378) como posibles candidatos de la formacién de un

puente disulfuro.
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La Figura 4.2.10A muestra el mejor modelo molecular obtenido para la
EhUDP-GIcPPasa. Las laminas 3 y hélices a. estan representadas con flechas verdes y
resortes anaranjados respectivamente, mientras los l00ps aparecen coloreados en blanco.
Ademas, podemos observar que la molécula presenta un dominio presente generalmente
en las nucleotidiltransferasas, denominado pliegue de Rossmann, que consiste en una
lamina B central rodeada de hélices o.. En la Figura 4.2.10B se observa en color azul los
residuos aminoacidicos correspondientes al sitio de unidon al nucle6tido, el cual es un
dominio altamente conservado entre las UDP-GIlcPPasas eucariotas. Los residuos C94,
C108, C191, C354, C378 y M106 se muestran utilizando la convenciéon CPK (oxigeno:
rojo, carbomo: gris, nitrogeno: azul y azufre: amarillo). En anaranjado se destaca la
molécula de UTP (Fig. 4.2.10C). La M106 se encuentra localizada en la secuencia
conservada K-L-N-G-G-L-G-T-X-M-G-(X)4-K, previamente identificada como el sitio
de union a nucledtido para las UDP-GlcPPasa (McCoy y col., 2007; Steiner y col.,
2007). La C108 es también parte de la secuencia conservada y se encuentra conservada
en los dominios alineados en la Fig 4.2.9. En lo que se refiere a la C378, ésta se
encuentra menos conservada, siendo reemplazada por serina en tres de las seis
secuencias alineadas (Fig 4.2.9).

Si todos los residuos de cisteina (C94, C108, C191, C354 y C378) encontrados en la
EhUDP-GIcPPasa se analizan de a pares, las distancias relativas respectivas son de
aproximadamente 27-33 A, excepto para el par C108 y C378, cuya distancia es de
7,33 A. Si bien la distancia tipica de un puente disulfuro es de 2,03 A (Laskowski y col.,
1993), es posible que esta seccion de la molécula pueda cerrarse o acercarse en la
estructura 3D como consecuencia del movimiento natural global de la misma (Gerstein
y col., 1994). Esto ultimo estd de acuerdo con los datos mostrados en la Figura 4.2.8,
donde se observa una movilidad electroforética menor para la enzima oxidada, lo que
puede estar asociado a una estructura mas compacta con menor accesibilidad del SDS.
De esta manera a partir de la Figura 4.2.10, podemos proponer que C108 y C378, las
cuales rodean a la M106, podrian estar involucradas en la formaciéon de un puente
disulfuro, lo que provocaria los cambios mencionados anteriormente en la actividad y
en la movilidad en el SDS-PAGE, experimentados por la enzima de la ameba luego del

tratamiento con diferentes agentes redox.
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Figura 4.2.10. Modelo de la UDP-GIcPPasa de Entamoeba histolytica. (A) Se muestra la enzima
coloreada segtn la estructura secundaria diferenciandose las laminas 3 (verde), o hélices (anaranjado) y
loops (blanco). (B) Vista del modelo (ocre) con un giro de 180° donde se observan los 5 residuos de
cisteina y la M106 (coloreados por tipo de 4&tomo), destacandose en azul los residuos que forman parte del
sitio de union al nucleétido. (C) Vista amplificada de B en la cual solo se destacan las cisteinas, la
metionina del sitio activo y el UTP (anaranjado). Podemos observar la formacion de un puente disulfuro

entre los residuos C108 y C378 (distancia 7.33 A), quedando la M106 entre medio del puente.
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4.2.5 Caracterizacion de las enzimas mutantes en cisteinas y metionina

Para continuar explorando sobre el mecanismo molecular responsable de la
regulacion redox de la EhUDP-GIcPPasa y para probar la validez de la prediccion
arrojada por el modelado molecular (Fig.4.2.10) se construyeron diferentes enzimas
mutantes en los residuos de cisteina y metionina. En base a la informacion obtenida a
partir del modelo 3D, se construyeron las enzimas mutantes C108S, C378S vy
C108/378S, como asi también la M106S y MI106C. Para realizar un estudio mas
exhaustivo, también se mutaron las tres cisteinas adicionales encontradas en la enzima
entamoébica, construyéndose las mutantes C94S, C191S y C354S. Todas las mutantes
se sobreexpresaron en E. coli BL21 (DE3) y fueron convenientemente purificadas con
una homogeneidad del 95%, mediante procedimientos experimentales idénticos a los
descripto para la enzima salvaje.

Las mutantes C108S y C378S resultaron completamente activas, mientras que la
actividad especifica de la doble mutante C108/378S fue dos veces menor que la
correspondiente a la enzima salvaje. La mutante M106S resulté inactiva, mientras que la
MI106C exhibid una Vya de solo 4 U/mg, o sea el 5% de la actividad de la enzima
salvaje. Estos resultados sostienen el modelo molecular representado en la Figura
4.2.10, incluyendo el rol esencial del -S del residuo de metionina localizado en el sitio
de unién a nucledtido de la enzima (Steiner y col.,, 2007), como asi también la
organizacion arquitectonica 3D para el donimio funcional. Por otra parte, las enzimas
mutantes C94S, C191S y C354S exhibieron niveles de actividad comparables a la
proteina salvaje.

Cabe destacar que las mutantes simples C108S y C378S y la doble mutante
C108/378S mostraron una respuesta alterada a los oxidantes sulthidrilos, en general
comportandose como mas estables a la oxidacion. Como se muestra en la Figura 4.2.11
los tratamientos con diamida o NPS causan una pérdida del 90% de la actividad en la
enzima salvaje, pero inhibieron a las enzimas mutantes C108S, C378S o C108/378S en
solo un 55%, 45% o 20%, respectivamente. Un resultado similar se observd para la
oxidacion con peroxido de hidrogeno, donde la mutante C108S y la C108/378S fueron
practicamente insensibles al oxidante (Fig 4.2.10). Estos resultados apoyan fuertemente
el correcto modelado molecular obtenido en la Figura 4.2.10 y sus predicciones en lo
que concierne a los residuos aminoacidicos involucrados en la regulacion redox, y como
la ausencia de al menos una cisteina anula la posibilidad de generar el puente disulfuro.

Sin embargo, la mutante C378S no muestra diferencias en cuanto a la oxidacién con
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peroxido de hidrogeno respecto a la enzima salvaje (Fig 4.2.11). Una posible
explicacion para este comportamiento inesperado se podria atribuir al hecho de que el
perdxido de hidrégeno es capaz de sobreoxidar residuos de cisteina y aun metioninas
(Rhee, 2006). Asi, en la mutante C378S el oxidante podria estar modificando a la C108
y/o M106 de una manera diferente que en la enzima salvaje. Un respaldo adicional, para
la especificidad de los residuos de cisteina involucrados en la regulacion redox, se
obtuvo a partir de los resultados mostrados en donde las enzimas mutantes C94S,
C191S y C354S se comportan como la enzima salvaje cuando son expuestas a
cualquiera de los tres tratamientos oxidativos (Fig 4.2.11). Cabe destacar que todas las

enzimas mutantes oxidadas revirtieron la inactivacion por incubacidon con los agentes

reductores.
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Figura 4.2.11. Respuesta a la oxidacion de la enzima EhUDP-GIcPPasa salvaje y las mutantes en
cisteinas. La enzima recombinante UDP-GlcPPasa salvaje y las diferentes mutantes fueron incubadas a
pH 8,0 y 25 °C con los agentes oxidantes especificos. Transcurrida la oxidacion a las muestras se les

determind la actividad enzimatica en el sentido de sintesis de UDP-Glc.

A diferencia de lo informado para las ADP-GlcPPasas (Fu y col., 1998; Ballicora y
col., 2003; 2004), hasta el momento no se habian encontrado propiedades y mecanismos
regulatorios para alguna UDP-GlcPPasa. Cabe remarcar que la enzima recombinante

EhUDP-GIcPPasa fue inactivada por incubacion con agentes oxidantes, incluyendo
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diamida, peroxido de hidrogeno y NPS. Esta inactivacion pudo ser completamente
revertida por reductores quimicos (DTT) y biologicos (L-cisteina, TXN y TRX). De esta
manera, los estudios hasta aqui realizados suponen fuertemente que en E. histolytica la
enzima que cataliza la sintesis de UDP-Glc, un primer paso en el metabolismo de oligo
y polisacaridos, puede ser un blanco para la regulacion redox. Estos resultados son
novedosos, no sb6lo con respecto a las propiedades de esta enzima, sino también
concernientes con la ocurrencia de este tipo de regulacion en protozoos.

La modulacion redox de la actividad EhUDP-GIcPPasa parece ser mediada por un
mecanismo que involucra agentes oxidantes y reductores encontrados normalmente
in vivo. El peroxido de hidrogeno y el 6xido nitrico han sido identificados como
metabolitos redox claves en diferentes sefiales intracelulares bajo condiciones
fisiologicas y de stress (Hess y col., 2005; Rhee y col., 2005; Rhee, 2006; Foster y col.,
2009). Los mecanismos de accion para ambos agentes redox incluyen oxidacidon y
S-nitrosilacion de proteinas (Hess y col., 2005; Foster y col., 2009). De este modo, en
E. histolytica estos oxidantes podrian estar involucrados en modificaciones especificas
de proteinas, siendo la UDP-GlcPPasa uno de estos blancos, donde la enzima pierde
actividad tras la modificacion. En el estudio molecular realizado en este trabajo, el
peroxido de hidrégeno y el NPS provocan la formaciéon de un puente disulfuro entre la
C108 y la C378, dos residuos aminoacidicos que estan localizados cerca uno de otro en
la estructura 3D y conforman un sitio de union a nucleotido critico junto con la M106
(Lamerz y col., 2006; Steiner y col., 2007). La formacion del puente disulfuro
intramolecular podria bloquear parcialmente el acceso del sustrato al sitio activo y de
esta manera, reducir la actividad enzimatica. La union covalente entre ambas cisteinas
pareciera producir un cambio conformacional a una molécula mas compacta, generando
un cambio en la migracion en el SDS-PAGE, como se reportd para otras proteinas
(Loferer y col., 1995; Kang y col., 1999).

La relevancia fisiologica de la modificacion redox de la EhUDP-GlcPPasa no esta
limitada a la inactivacion oxidativa, pero es de remarcar que, metabolitos de bajo peso
molecular y proteinas redox pueden reducir a la enzima oxidada con una recuperacion
total de la actividad. Entre las moléculas que resultaron efectivas en revertir el puente
disulfuro entre dos cisteinas encontramos a las TXN y TRX encontradas en
tripanosomatidos (Guerrero y col., 2000; Reckenfelderbaumer y col., 2000; Piattoni y
col., 2006), como asi también TRXs de E. histolytica y L- Cisteina, un compuesto que

ha sido identificado como un metabolito clave en el parasito (McLaughlin y Aley,
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1985). Estos resultados dan relevancia adicional a la funcionalidad del sistema TRX,
recientemente identificado como un componente principal de la maquinaria redox en
protozoos (Andrews, 1964; Aleryani y col., 1999). En este sentido, las TRXs en E.
histolytica podrian estar involucradas, no solo en procesar especies reactivas de
oxigeno, sino principalmente participando en mecanismos de regulacion de la actividad
de enzimas a través de modificaciones post-traduccionales. Esta 0ltima funcion
asignada a las TRXs ha sido demostrada en otros organismos, incluyendo animales y
plantas superiores (Buchanan y Balmer, 2005; Meyer y col., 2009).

Los resultados del presente trabajo refuerzan la idea de que el metabolismo de
hidratos de carbono que utiliza UDP-Glc podria estar estrictamente controlado, con una
dependencia de las condiciones redox del ambiente intracelular del parasito. Esto podria
ser relevante para la sintesis de diferentes sacaridos que juegan un rol critico para al
sobrevivencia del microorganismo y su patogénesis (Bhattacharya y col., 1992; Stanley
y col.,, 1992; Clark y col., 2000). Podemos especular que tales mecanismos redox
podrian estar también involucrados en la regulacion de otras rutas metabolicas en

E. histolytica y otros protozoos.
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43 CAPITULO 3: Caracterizacion de la enzima UDP-GIcPPasa de
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei

El parasito protozoario T. cruzi presenta una densa y continua cubierta, el glicocaliz,
compuesto de una capa de superficie formada por compuestos glicoconjugados, entre
los que encontramos a los GIPL, LPPG y una familia de mucinas que se proyectan por
encima de la capa de GIPL. Estos compuestos juegan un rol fundamental en la
supervivencia e infectividad del parasito (Previato y col., 1990; Previato y col., 1995;
Mendonca-Previato y col., 2005). La enzima UDP-GlcPPasa es una enzima clave en la
biosintesis de precursores de estos compuestos ya que participa en la sintesis de
UDP-Glc, el cual es sustrato obligado para la sintesis de los residuos de Gal, Xyl y Rha
presentes en los glicoconjugados de la superficie celular. Trabajos previos han
determinado que la enzima UDP-Glc 4-epimerasa, involucrada en la epimerizacion de
UDP-Glc para generar UDP-Gal, es una macromolécula esencial ya que su ausencia
genera cambios en la arquitectura molecular de la superficie y en la morfologia celular

del parasito (Roper y Ferguson, 2003; MacRae y col., 2006).

4.3.1 Aislamiento y clonado de los genes que codifican para la enzima
UDP-GIcPPasa de T. cruzi

De la base de datos del proyecto genoma de T. cruzi (Wellcome Trust, Sanger
Institute, Pathogen Sequencing Unit, http://www.genedb.org) fue posible identificar dos
secuencias, Tc1047053503521.50 y Tc1047053506359.60, que codifican para dos
posibles  UTP-glucosa-1-fosfato  uridililtransferasas, = TcUDP-GlcPPasal y
TcUDP-GlcPPasa2. Segun la base de datos consultada las enzimas se encuentran
codificadas por dos genes alelos de 1449 pb, con diferente localizaciéon en el
cromosoma. Las secuencias nucleotidicas presentan una elevada identidad, presentando
solo 25 nucledtidos diferentes, lo que finalmente se traduce en una diferencia en 10

aninoacidos (Fig. 4.3.1).
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1 60
T. cruzi 1 (1) MSSVTARISEAASACRAKMEAAGVNEACIRTFLKQHAFISKGETGNIPESSISPVESLDS
T. cruzi 2 (1) MSSVTAEISEAASACRAKMEAAGVNEACIRTFLKQHAFISKGETGNIPESSISPVESLDS
61 120
T. cruzi 1 (61) LED[ETVPADPSLLEHLVVLKLNGGLGTGMGLQTAKTLL{gVKDGKTFIDFTVLQLEHLRKT
T. cruzi 2 (61) LEDLTVPADPSLLEHLVVLKLNGGLGTGMGLQTAKTLLSVKDGKTFIDFTVLQLEHLRKT

121 180
T. cruzi 1 (121) YSDHLRFMLMDSFATSSETKAHIKKYSWLFDTFDKEVEL IQNRVPKICQDTLLPVTYEAD
T. cruzi 2 (121) YSDHLRFMLMDSFATSSETKAHIKKYSWLFDTFDKEVEL IQNRVPKICQDTLLPVTYEAD
181 240
T. cruzi 1 (181) ASCEWAPPGHGDLYTALYGSGKLDDLLRSIGYKYMFVSNGDNLGATLDARLLAYMK{ENQLE
T. cruzi 2 (181) ASCEWAPPGHGDLYTALYGSGKLDDLLREGYKYMFVSNGDNLGATLDARLLAYMKSINQLE
241 300
T. cruzi 1 (241) FLMEVCRRTESDKKGGHIAYQTACFDDDTAPERRF I LRESAQCIHKEDEASFQDVERHRFF
T. cruzi 2 (241) FLMEVCRRTESDKKGGHIAYQTACFDDDTAPERRF I LRESAQCIRKEDEASFQDVENHRFF
301 360
T. cruzi 1 (301) NTNNLWVDLAALKKTMDSHSGELPLPVIRNAKTVNPVDGTSTKVYQLETAMGAAIGLFRR
T. cruzi 2 (301) NTNNLWVDLAALKKTMDSHSGILPLPVIRNAKTVNPVDGTSTKVYQLETAMGAAIGLFRR
361 420
T. cruzi 1 (361) SAAVVVPRERFAPVKTCSDLLALRSDAYVYTEDQRLVLCEERAGKPPTIELDNQHYKIIT
T. cruzi 2 (361) SAAVVVPRERFAPVKTCSDLLALRSDAYV[ETEDQRLVLCEERAGKPPTIELDNQHYKIIT
421 480
T. cruzi 1 (421) GLDALVKDGVPSLRQCTKL I IQGPVEFQSGTVVKGEVV IRNSKKEPF I IERDRVLNNEVM
T. cruzi 2 (421) GLDALVKDGVPSLRQCTKLIIQGPVEFQSGTVVKGEVVIRNSKKEPFI IERDRVLNNEVM
481
T. cruzi 1 (481) EV
T. cruzi 2 (481) EV

Figura 4.3.1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las dos enzimas UDP-GlcPPasas de
T. cruzi. En azul se demarcan los diez aminoacidos diferentes. Podemos observar que ningunos de estos

cambios involucran a metioninas ni cisteinas.

Para poder amplificar los genes correspondientes mediante PCR se emplearon los
juegos de oligonucledtidos detallados en la seccion 3.9. En ambos casos se utilizé6 como
molde ADN genomico del parasito. Los genes amplificados se clonaron dentro del
vector pCR™4Blunt-TOPO®, corroborando la identidad de los mismos por
secuenciacion. Posteriormente, cada uno de los genes de interés se subclonaron dentro
del vector pRSET-B entre los sitios BamHI-EcoRI y BamHI-HindIll, quedando cada
gen fusionado a una secuencia de nucledtidos que introduce una etiqueta de histidinas
en el extremo N-terminal de la proteina codificada. Segun la base de datos utilizada,
ambos genes codifican para una proteina de 485 aminoécidos, la cual presenta una masa
molecular tedrica de 53,6 kDa, siendo los puntos isoelécticos para TCUDP-GlcPPasal y

TcUDP-GlIcPPasa2 de 5,8 y 6,2 respectivamente.
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4.3.2 Expresion y purificacion de las enzimas UDP-GlcPPasas de T.cruzi

Para poder expresar las proteinas recombinantes, se transformaron células de
E. coli BL21 (DE3) competentes con las construcciones [pRSET-B/TcUDP-GIcPPasal ]
y [pPRSET-B/TcUDP-GIcPPasa2] en ensayos independientes. Como ya se ha descripto
anteriormente el agregado de la etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de las
proteinas de interés permitid su purificacion mediante una cromatografia de metal
inmovilizado (IMAC) empleando una resina del tipo IDA-Ni* (segun seccion 3.18.1).
Del proceso de purificacion se pudieron obtener ambas enzimas en forma soluble y
activas en las fracciones eluidas de la columna cromatografica con 300 mM de
imidazol, las cuales se almacenaron a -80 °C, con el agregado de glicerol, para ser
utilizadas en los ensayos posteriores. Las masas moleculares de las proteinas de T. cruzi
son similares a las de otros eucariotas protozoarios, como en el caso de la enzima de
L. major, T. brucei y E. histolytica, y en general presentan una marcada similitud en la
secuencia de aminoacidos con el resto de las UDP-GIcPPasas de organismos eucariotas
(ver Figura 4.2.1).

La Figura 4.3.2 muestra el SDS-PAGE realizado, donde podemos observar las
bandas correspondientes a las enzimas recombinantes obtenidas con un alto grado de
pureza. En la misma figura se muestran los experimentos de inmunotransferencia en los
cuales fue posible detectar la presencia de la enzima en extractos de epimastigotes de
T. cruzi, resueltos por SDS-PAGE, tanto en la cepa CL Brener como en la cepa
Tulahuen O.
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Figura 4.3.2. A-Purificacion de las enzimas UDP-GlcPPasas de T. cruzi. La calle 1 corresponde al
SDS-PAGE al 10%, en el cual se sembrd la proteina TCUDP-GIcPPasal y la calle 2 a la proteina
TcUDP-GIcPPasa2, ambas purificadas mediante cromatografia de metal inmovilizado. B-
Inmunodeteccion de la enzima en extractos crudos de de T. cruzi TulO (1), T. cruzi CL Brener(2),
T. brucei (3) y enzima recombinante purificada (5). La calle 4 corresponde al marcador de masa

molecular. En la inmunodeteccion se utilizaron anticuerpos anti TOUDP-GlcPPasa generados en conejo.

Por otra parte, se determin6 la estructura cuaternaria de las proteinas de T. cruzi
mediante cromatografia de filtracion por geles, donde se pudo corroborar que ambas
enzimas (TcUDP-GIcPPasal y TcUDP-GlcPPasa2) presentan una unica subunidad
proteica activa (monomero). Estos resultados son concordantes con los informados para
la enzima de L. major (Lamerz y col., 2006) y los obtenidos en esta Tesis para las

enzimas de E. histolytica.

4.3.3 Caracterizacion funcional de Ilas enzimas TcUDP-GIcPPasal vy
TcUDP-GlcPPasa2
4.3.3.1 Evaluacion de la actividad enzimética y determinacion de parametros
cinéticos

Con las enzimas recombinantes purificadas TCUDP-GIcPPasal y TcUDP-GlcPPasa2
se realizaron ensayos para determinar actividad UDP-GlcPPasa en ambos sentidos de
reaccion. En sentido de sintesis de UDP-Glc, la enzima TCUDP-GIcPPasal presentd una
Vmax mayor que la enzima TCUDP-GIcPPasa2 (40 y 28 U/mg respectivamente), mientras
que en sentido de pirofosfordlisis los valores de Vpax fueron de 1 U/mg para

TcUDP-GlIcPPasal y de 0,6 U/mg para TcUDP-GIcPPasa2, pudiendo observarse una
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vez mas una mayor eficiencia por parte de este tipo de enzimas para catalizar la
reaccion en sentido de sintesis de UDP-Glc. También fue posible determinar los
parametros cinéticos de las enzimas para cada sustrato (Tabla 4.3.1), observandose que
la enzima utiliza como cofactor esencial al Mg™ y presenta cinéticas de saturacion

hiperbolicas para la mayoria de los sustratos.

TcUl TcU2
Sos NH Vimax Sos NH Vmax
(mM) (U/mg) (mM) (U/mg)
Glc-1P 0,21 1,3 0,20 1,0
UTP 0,13 1,3 40 0,28 1,0 28
Mg ** (sintesis de UDP-GIc) 0,66 1,3 0,04 1,7
UDP-Glc 0,72 1,1 1,12 1,1
PPi 0,62 1,1 1,0 0,73 1,2 0,6
Mg 2t (pirofosforolisis) 0,06 2,1 0,05 1,3

Tabla 4.3.1 Parametros cinéticos para los sustratos de las enzimas TCUDP-GlcPPasal (TcUl) y
TcUDP-GIcPPasa2 (TcU2).

Analizando la actividad de ambas isoenzimas en presencia de efectores alostéricos
comunes de las ADP-GlcPPasas (PEP, Fru-6P, Pyr, Glc-6P, 3PGA, Fru-1,6bisP, AMP y
Pi) no se observaron modificaciones significativas en las actividades enzimaticas. La
enzima no utilizo6 ATP, GTP, TTP ni Man-1P como sustratos alternativos. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos en el caso de las enzimas de organismos
procariotas y eucariotas, que fueron objeto de estudio en este trabajo de Tesis,
demostrando asi que en estos organismos la enzima no se encuentra regulada

alostéricamente.

4.3.3.2 Regulacion redox sobre la actividad de las enzimas TcUDP-GIcPPasal y
TcUDP-GlcPPasa2

Con el antecedente de un fendémeno redox de regulacion de la actividad de la enzima
de E. histolytica, que fue caracterizada en este trabajo de Tesis, y conociendo la elevada
homologia que presentan entre si las UDP-GlcPPasas de parasitos protozoarios (ver
Figura 4.2.1), realizamos sobre TCUDP-GlcPPasal y TcUDP-GlcPPasa2 un analisis del
efecto de agentes oxidantes y reductores. Estudiamos las estructuras primarias de estas
enzimas ¢ identificamos diez residuos de cisteina (6 conservados entre las

UDP-GIcPPasas de protozoos) y quince de metionina (el residuo metionina presente en
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el sitio de unién al nucleotido es altamente conservado dentro de las UDP-GlcPPasas).
Cisteinas y metioninas son residuos susceptibles de experimentar variaciones en sus
estados redox, por lo que era posible un comportamiento de las enzimas de T. cruzi
similar al observado para la EhUDP-GlcPPasa.

Evaluamos el efecto de diferentes agentes oxidantes (diamida, HO,, y NPS) sobre la
actividad UDP-GlIcPPasa en T. cruzi de la misma manera que en la seccion 4.2.3.2. En
la Figura 4.3.3A-B podemos observar que la incubacion de TcUDP-GIcPPasal y
TcUDP-GlcPPasa2 con cada uno de los tres agentes oxidantes, altera sus actividades
enzimaticas, generando una inhibicion irreversible en funcion del tiempo. La pérdida de
actividad enzimatica en estos casos también sigue una cinética de pseudo-primer orden,
con grados de reactividad establecidos a partir de las constantes de inactivacion K|
determinadas de la misma forma que para la enzima UDP-GIcPPasa de E. histolytica.

Los tres compuestos resultaron oxidantes sumamente efectivos, actuando en
concentraciones menores a 10 mM. En la Tabla 4.3.2 podemos observar claramente que
la diamida exhibe una mayor reactividad sobre las dos isoenzimas (el perdxido de
hidrégeno y el NPS son menos reactivos). También surge de los datos experimentales
una mayor susceptibilidad de TcUDP-GlcPPasa2 frente a diamida y perdxido de
hidrégeno, como lo demuestran las diferencias significativas en los valores de K, entre
esta enzima y TCUDP-GIcPPasal. Si bien existe una elevada identidad entre estas dos
enzimas (sus estructuras primarias difieren s6lo en 10 aminoéacidos) resulta interesante
remarcar puntualmente algunas de estas diferencias, pues podrian implicar cambios a
nivel de la estructura, que de alguna manera, justificarian diferencias en la
susceptibilidad frente a oxidantes. Asi, si consideramos el cambio E20Q
(TcUDP-GIcPPasal/TcUDP-GIcPPasa2), podriamos considerar una ganancia de carga
negativa para la isoenzima 1 respecto de TCUDP-GlcPPasa2. Igualmente, encontramos
un cambio [236S y A322T (TcUDP-GIcPPasal/TcUDP-GIcPPasa2) que podria
significar un aumento en la hidrofobicidad de TCUDP-GlcPPasal. Mdas importante atn,
encontramos en TCUDP-GIcPPasal los residuos P99 y P284 que podrian actuar como
disruptores de o-hélices y afectar la estructura terciaria de la enzima. Estas
consideraciones se sustentan en el hecho de que en este tipo de enzimas las
modificaciones a nivel estructural pueden modificar su sensibilidad frente a compuestos
como diamida o peroxido de hidrogeno. En este sentido, se realizaron con las dos
isoenzimas de T. cruzi ensayos de proteccion por sustratos (Glc-1P y UTP) frente a

diamida (Figura 4.3.4). Para ambas enzimas se observo un efecto protector por parte del
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UTP, mostrando el mismo comportamiento que la enzima E. histolytica, donde la unién
del UTP interferiria la accesibilidad del reactivo o provocaria un cambio

conformacional que protegeria a la enzima del efecto inhibidor del oxidante.

% Actividad Relativa TcUDP-IcPPasa1

Tiempo (min)

Figura 4.3.3A. Inactivacion de la enzima TCUDP-GlcPPasal en presencia de oxidantes. La enzima se
incubd con 3 mM diamida (e), 10 mM perdxido de hidrogeno (A ), 10 mM de NPS (m) o en ausencia de
oxidante (V) (control) a pH 8,0 y 25 °C. En cada uno de los tiempos establecidos se tomaron alicuotas a

las que se les determind la actividad UDP-GlcPPasa en sentido de sintesis de UDP-Glc.
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Figura 4.3.3B. Inactivacion de la enzima TcUDP-GlcPPasa2 en presencia de oxidantes. La enzima se
incubd con 1 mM diamida (e), 2 mM perdxido de hidrogeno (A ), 10 mM de NPS (m) o en ausencia de
oxidante (V) (control) a pH 8,0 y 25 °C. En cada uno de los tiempos establecidos se tomaron alicuotas a

las que se les determind la actividad UDP-GIlcPPasa en sentido de sintesis de UDP-Glc.
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TcUDP-GIcPPasal | TcUDP-GlcPPasa2

Oxidante K| (min' mM™") | K| (min' mM")
Diamida 0,035 0,840
Peroxido de hidrégeno 0,007 0,047
NPS 0,005 0,005

Tabla 4.3.2 Constante de inactivacion de los agentes oxidantes diamida, perdxido de hidrogeno y NPS

correspondiente a las enzimas TCUDP-GIcPPasal y TcUDP-GlcPPasa2.

% Actividad Relativa

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 4.3.4. Ensayo de proteccion de las enzimas TcUDP-GlcPPasal (azul) y TcUDP-GlcPPasa2
(negro) por los sustratos a la oxidacion con diamida. Las enzimas se incubaron a 25 °C y se tomaron
alicuotas a intervalos regulares para ensayar la actividad remanente en el sentido de sintesis de UDP-Glc.
Control sin oxidante (m), enzima con diamida (), enzima con diamida y Glc-1P 1 mM (A) y enzima con

diamida y UTP 1 mM (e).

Se analiz6 también si la pérdida de actividad luego de la oxidacion de la enzima
podia revertirse por accion de diferentes agentes reductores. El efecto inhibitorio de los
oxidantes sobre la actividad de la TCUDP-GIcPPasal y la TcUDP-GIcPPasa2 pudo ser
revertido mediante incubacidn con agentes reductores, tanto quimicos como biologicos.
Asi, luego de la oxidacion con diamida la enzima fue tratada con reductores como
TbTRX eq, TCTXN;eq y DTT. En los ensayos realizados pudimos apreciar (Fig.4.3.5) una
recuperacion total de la actividad de las enzimas en presencia de 200 uM de ThTRX
(ambas isoenzimas revirtieron totalmente la pérdida de la actividad en presencia de

concentraciones de DTT relativamente bajas (5-10 mM)). Fue notable el hecho
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mostrado en la Fig. 4.3.5 respecto a que la TRX fue mucho mas efectiva que la TXN
para revertir la inactivacion de la enzima oxidada. Este resultado sugiere que habria
funciones diferenciales para las proteinas del metabolismo redox (TRX y TXN)
encontradas en tripanosomatidos, un hecho que al presente no habia sido observado ni
propuesto como hipotesis en la literatura respectiva. Es de destacar que, en todos los
casos y a diferencia de lo observado para la oxidacion, la reversion por reductores fue

similar para ambas TCUDP-GlcPPasas.
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Figura 4.3.5. Efecto de diferentes agentes reductores sobre las enzimas de T.cruzi oxidadas. Ambas
UDPGIcPPasas oxidadas e inactivas se incubaron a pH 8,0 y 25°C con TOTRXq (m),TCTXN,q (A) y
DTT (o), segiin lo descripto en la seccion 3.25. El color azul se corresponde con la enzima
TcUDP-GIcPPasal y el negro con TcUDP-GlcPPasa2. Luego de 30 min se determiné la actividad

UDP-GIcPPasa a cada una de las muestras empleando el método colorimétrico.
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Ademas, fue posible detectar un patrén de migracion diferencial en el SDS-PAGE no
reductor (resultados no expuestos) para las dos isoenzimas de T. cruzi, en donde la
enzima oxidada tiene una migracion en la electroforesis en gel de poliacrilamida mas
acelerada que la forma reducida. Los cambios en la motilidad aparente entre las dos
formas redox fueron observados después de tratar las enzimas con cada uno de los tres
agentes redox, lo que estaria indicando que éstas UDP-GlcPPasas también podrian ser
susceptibles a algin tipo de regulacion redox, posiblemente por la generacion de
puentes disulfuros intramoleculares.

Estrechamente relacionado a T. cruzi, el microorganismo T. brucei también fue
utilizado en este trabajo de Tesis como modelo bioldgico a partir del cual, y en base a
informacion obtenida del proyecto genoma del pardsito (Wellcome Trust, Sanger
Institute, Pathogen Sequencing Unit, http://www.genedb.org) se clond el gen que en
este organismo codifica para UDP-GIcPPasa (Th UDP-GIcPPasa), la proteina
recombinante se expresé en E. coli y se purifico cromatograficamente. En este
organismo, los glicoconjugados de la superficie celular, como por ejemplo las VSG, el
receptor de transferrina, glicoproteinas unidas a ricina y varias proteinas de superficie
(Nolan y col., 1999; Atrih y col., 2005), contienen residuos Gal. T. brucei es incapaz de
incorporar Gal a través de la membrana, por lo que, como en T. cruzi, la tnica via de
obtencion de este azucar es a través de la epimerizacion de UDP-Glc a UDP-Gal (Roper
y col., 2002; Roper y col., 2005). Asi, la enzima UDP-GIcPPasa, aparece como una de
las enzimas claves en la sintesis de precursores indispensables en los glicoconjugados

de la superficie celular del parésito.

4.3.4 Clonado y expresion del gen que codifica para la enzima UDP-GIcPPasa de
T. brucei

A partir de la secuencia que codifica para una
UTP: Glc-1P uridililtransferasa (CDS: TB10.389.0330), publicada en base de datos del
proyecto genoma de T. brucei (http://www.genedb.org), se confeccionaron
oligonucleotidos especificos con el objetivo de poder amplificar el gen correspondiente
mediante PCR. El gen (1458 pb) fue amplificado empleando como molde ADN
genoémico del parésito y clonado dentro del vector pCR*4Blunt-TOPO®. Posteriormente
se corrobor¢ la identidad del gen por secuenciacion.

Para expresar la enzima ThUDP-GlcPPasa recombinante, el gen de interés se

subclono6 dentro del vector pRSET-B entre los sitios BamHI y EcoRI, quedando el gen
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fusionado a una secuencia que introduce una etiqueta de histidinas en el extremo
N-terminal de la proteina codificada. La expresion y la purificacion de la proteina
recombinante de T. brucei, soluble y activa, se llevd a cabo empleando la misma
metodologia que la utilizadas para las enzimas de E. histolytica y T. cruzi. La
Figura 4.3.6 muestra el SDS-PAGE de la purificacion, donde podemos observar la
banda correspondiente a la enzima recombinante (58 kDa), la cual presenta un elevado
grado de pureza. Con la enzima purificada se generaron anticuerpos policlonales
anti ThUDP-GIcPPasa en conejo segun se describio en la seccion 3.26. Estos
anticuerpos fueron empleados en diferentes ensayos de inmunodeteccion de la enzima
en extractos de T. brucei, T. cruzi y E. histolytica (ver secciones 4.2.2 y 4.3.2). Como se
mostr6 en la Figura 4.3.2, los anticuerpos especificos anti TbUDP-GlcPPasa
reconocieron en un ensayo de inmunodeteccion realizado sobre un extracto de T. brucei,
una proteina que presentd una masa molecular coincidente con el tamafio de la proteina

recombinante.
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Figura 4.3.6. Purificacion de la enzima TOUDP-GIcPPasa. La figura muestra el SDS-PAGE al 10%, en el

cual se sembro la proteina purificada obtenida mediante la cromatografia de metal inmovilizado.

Se determind la estructura cuaternaria de la proteina pura mediante cromatografia de
filtracion por geles. La enzima presentd un tnico pico de elusion que se corresponde
con un mondémero, en concordancia con resultados obtenidos trabajando con la enzima
de L. major (Lamerz y col., 2006), tubérculo de papa (Gupta y col., 2008) y los
obtenidos en esta Tesis con las enzimas de E. histolyticay T. cruzi.

4.3.5 Caracterizacion funcional de la enzima ThUDP-GlcPPasa
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4.3.5.1 Evaluacion de la actividad enzimatica y determinacion de parametros
cinéticos

La ThUDP-GIcPPasa recombinante purificada present6é actividad UDP-GlcPPasa,
exhibiendo una Vy,,x 13 veces mayor en sentido de sintesis de UDP-Glc que en sentido
de pirofosforodlisis. La Tabla 4.3.3 muestra los resultados de la caracterizacion cinética
de la enzima. El Mg™ resulté ser un cofactor esencial de la ToUDP-GlcPPasa. La
enzima presentd cinéticas de saturacion hiperbdlica para la mayoria de los sustratos
excepto para UTP (cooperatividad). Los valores de Sps obtenidos se encuentran dentro
del mismo orden de magnitud que los reportados por otros autores para la enzima de
distintos organismos eucariotas (Lamerz y col., 2006) y en concordancia con aquellos
obtenidos para las UDP-GlcPPasas de E. histolytica y T. cruzi. La presencia de efectores
alostéricos comunes de las ADP-GIcPPasas (PEP, Fru-6P, Pyr, Glc-6P, 3PGA,
Fru-1,6bisP, AMP y Pi) no afectaron la actividad de la enzima. Al igual que en el caso
de las enzimas de T. cruzi, TOUDP-GlcPPasa tampoco utiliz6 ATP, GTP, TTP ni
manosa-1P como sustratos alternativos, indicando que la enzima tiene una elevada

especificidad por los sustratos UTP y Glc-1P.

Sustrato So,5 (MM) NH Vimax (U/mg)
Glc-1P 0,12 1,0
UTP 0,30 2,3 200
Mg 2t (sintesis de UDP-Glc) 0,14 1,0
UDP-Glc 0,22 1,0
PPi 0,26 1,0 15
Mg 2t (pirofosforolisis) 0,03 1,0

Tabla 4.3.3 Parametros cinéticos para los sustratos de la enzima TbUDP-GlcPPasa.

4.3.5.2 Regulacién redox sobre la actividad de la enzima TbUDP-GIlcPPasa

La enzima TbUDP-GIcPPasa contiene en su estructura primaria, diez residuos
cisteina y quince residuos metionina, que como mencionamos anteriormente son
sensibles a la accion de agentes oxidantes. Se evaluo el efecto de diferentes agentes
oxidantes (diamida, H,O,, y NPS) sobre la actividad TOUDP-GIcPPasa. Los ensayos se
realizaron de la misma manera que en la seccion 4.2.3.2. En la Figura 4.3.7 se puede
observar que la enzima es inactivada completamente en presencia de cualquiera de los

agentes oxidantes. Como en los casos que estuvimos analizando anteriormente la

99



Resultados vy discusién-Capitulo 3

inhibicién fue total y siguid una cinética de pseudos-primer orden. Si se analizan en
mayor detalle los valores de las constantes de inactivacion (K) de cada oxidante vemos
que la diamida resulté ser un oxidante mds efectivo, con una mayor reactividad en
comparacion con el peroxido de hidrégeno 6 el NPS (Tabla 4.3.4). Mas aun, si
comparamos los valores de K, con los correspondientes a las enzimas de T. cruzi, vemos
que éstos ultimos son, al menos, un orden de magnitud mayor. Esto estaria indicando
que la enzima, en T. brucei, seria menos sensible a la accion de oxidantes, siendo éste
un hecho fisiolégicamente conveniente para este organismo que, por las caracteristicas
de su ciclo biolédgico, tiene hébitats en donde la tension de oxigeno es elevada (al menos

en el hospedero vertebrado).
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Figura 4.3.7. Inactivacion de la enzima ThUDP-GIcPPasa en presencia de oxidantes. La enzima se
incubo en presencia de 10 mM diamida (e), 40 mM peroxido de hidrogeno (A), 50 mM de NPS (m) 6 en
ausencia de oxidante (V) (control) a pH 8,0 y 25 °C. En cada uno de los tiempos establecidos se tomaron

alicuotas a las que se les determind la actividad UDP-GIcPPasa en sentido de sintesis de UDP-Glc.

Oxidante K} (min' mM™)
Diamida 0,0090
Peroxido de hidrogeno 0,0014
NPS 0,0009

Tabla 4.3.4 Constante de inactivacion de TOUDP-GIcPPasa por los agentes oxidantes diamida, peroxido
de hidrégeno y NPS.
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Del andlisis de la figura correspondiente al SDS-PAGE no reductor (Fig.4.3.8)
podemos observar que la proteina tratada con ditiotreitol (reducida), presenta una
motilidad electroforética menor que la enzima oxidada. Esta migracion diferencial
sugiere la formacioén de un (o tal vez mas) puente disulfuro intramolecular cuando la
enzima se encuentra oxidada, disminuyendo asi la flexibilidad y el volumen

hidrodindmico de la molécula (Loferer y col., 1995; Kang y col., 1999).

1.2 3 4 5 6
.
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Figura 4.3.8. Analisis de los diferentes estados redox de la TOUDP-GIcPPasa por SDS-PAGE al 10%.
Previo a realizar la electroforesis, distinta alicuotas de la enzima recombinante purificada fueron tratadas
con 10 mM de diamida (linea 1), 50 mM de nitroprusiato de sodio (linea 3), 6 40 mM de peroxido de
hidrégeno (linea 5) durante 30 min. La enzima oxidada por cada uno de los tres agentes oxidantes fue
posteriormente reducida por el agregado de DTT 5 mM durante 30 min (lineas 2, 4, y 6) y finalmente

fueron analizadas mediante SDS-PAGE.

Los ensayos de oxidacion con diamida mostraron que la enzima no era protegida de
la inactivacion por oxidacidon en presencia de los sustratos Glc-1P y UTP (Fig. 4.3.9), a

diferencia de lo observado en las enzimas de T. cruzi y E. histolytica.
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Figura 4.3.9. Ensayo de proteccion por sustratos de la oxidacion de TOUDP-GlcPPasa por accion de la
diamida. La enzima se incub6 a 25 °C y alicuotas de la misma fueron tomadas a intervalos regulares para
ensayar la actividad remanente en el sentido directo de reaccion. Control sin oxidante (®), enzima con

diamida (A ), enzima con diamida y Glc-1P 1 mM (#) y enzima con diamiday UTP 1 mM (m).

Conjuntamente, se analiz6 si la pérdida de actividad luego de la oxidacion de la
enzima podia ser revertida por accion de diferentes agentes reductores. Con este fin,
luego de la oxidacion con diamida la enzima fue tratada con reductores como ThTRX,
ECTRX y TcTXN previamente reducidos (ver seccion 3.25). En los ensayos realizados
pudimos apreciar una reversion total del efecto inhibitorio de la oxidacién solo por
incubacion con 150 uM de ThTRX (Fig.4.3.10). Esta reversion diferencial de la
actividad de TbUDP-GIcPPasa, también observada en TcUDP-GlcPPasal y
TcUDP-GlIcPPasa2, distingue por primera vez a nivel bioquimico una funcién especifica
para la TRX de tripanosomas (Reckenfelderbaumer y col., 2000; Piattoni y col., 2006),
proteina que hasta el momento s6lo habia sido estudiada como un actor mas dentro del
metabolismo de detoxificacion de sustancias reactivas del oxigeno.

En general, el comportamiento de TOUDP-GIcPPasa fue distinto al observado en las
otras UDP-GlcPPasas estudiadas. Asi, las concentraciones de los agentes redox
(oxidantes y reductores) ensayados y los tiempos de inactivacion fueron superiores con
respecto a los utilizados para la enzima de E. histolytica, y el ensayo de recuperacion de
actividad con DTT (se emplearon concentraciones de 1 a 100 mM) no supero el 30 % de

reversion.
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Figura 4.3.10. Actividad de la enzima TbUDP-GIcPPasa en presencia de agentes reductores. La
reduccion se realizé a pH 8,0 y a 25°C, segtin lo descripto en la seccion 3.26, con los agentes reductores,
THbTRX g (m), ECTRX g (®) y TCTXN,.q (A). Luego de 30 min se determino la actividad UDP-GlcPPasa

empleando el método colorimétrico.

Los resultados obtenidos sugieren que la actividad de la enzima de T. brucei, como
en el caso de la enzima amébica y de T. cruzi, es susceptible a una regulacion de tipo
redox, donde posiblemente la formacion y ruptura de uno o varios puentes disulfuros
podrian ser claves para el proceso. La interpretacion del posible mecanismo de
regulacion redox de la actividad enzimatica es, en el caso de la enzima de T. brucei
(también en el caso de las enzimas de T. cruzi), mas dificil. Las UDP-GIcPPasas de
tripanosomas tienen un elevado numero de residuos cisteinas y metioninas en su
estructura (10 y 15 respectivamente). Si bien es claro que existe un fendémeno de
pérdida de actividad por oxidacidon y recuperacion de la actividad en presencia de
reductores, el mismo no puede ser atribuible, en tripanosomatidos, a la dupla
C108/C378 como se analizd en el caso de la enzima de E. histolytica. Esto es debido a
que en el caso de los tripanosomatidos las UDP-GlcPPasas carecen del residuo C108.
Alternativamente, se podria pensar en un mecanismo de reaccion basado en la conocida
reactividad entre tioles y sulfoxidos, en donde el grupo sulfidrilo de un tiol actia como
nucleodfilo y ataca el atomo de azufre de un motivo sulféxido. De esta manera se
formaria un intermediario tetracoordinado covalente. La ruptura de este intermediario
sera consecuencia del ataque de un segundo grupo tiol que formara un puente disulfuro.
Este puente disulfuro puede ser reducido por DTT, tiorredoxinas, etc. Esto ultimo no es
una especulacion aislada sino que es un mecanismo que fue caracterizado en otras

enzimas por Lowther y colaboradores (Lowther y col., 2000). Actualmente se esta
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trabajando sobre el modelo estructural de la TOUDP-GIcPPasa recientemente publicado
por Wernimont y colaboradores (PDB ID: 3GUE - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), con
el objetivo de identificar residuos que nos permitan entender el funcionamiento de la
enzima y avanzar en la caracterizacion del fenomeno de regulacion redox que regula la
actividlad de  EhUDP-GIcPPasa, TbUDP-GIcPPasa, @ TcUDP-GlcPPasal 'y
TcUDP-GlcPPasa2.

Algunos autores han reportado que ciertas UDP-GlcPPasas presentan una fina
regulacion de su actividad. En levaduras, por ejemplo, lo hacen por fosforilacion (Rutter
y col., 2002); en mamiferos, por O-glicosilacion (Wells y col., 2003) y en cebada, por
oligomerizacion/deoligomerizacion (Martz y col., 2002). Ademas, en la enzima de
plantas se han encontrado sitios conservados para Ser/Thr quinasas (Geisler y col.,
2004) y para union a enzimas del tipo 14-3-3 (Obenauer y col., 2003), lo que indicaria
que la UDP-Glc no so6lo seria un precursor para la biosintesis de polisacaridos, sino que
también podria actuar como molécula sefial (Koch, 1996; Higuita y col., 2003).

Los resultados obtenidos durante este trabajo de Tesis contribuyen no sélo a la
caracterizacion cinética de UDP-GIcPPasas de diferentes organismos, sino también a la
caracterizacion de un mecanismo inédito en los organismos eucariotas unicelulares
estudiados. Tal mecanismo de regulacion implica a su vez la interaccidon entre distintas
rutas metabolicas (metabolismo antioxidante y el metabolismo de los hidratos de

carbono).
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones generales que se pueden plantear a partir de los resultados

obtenidos en el presente trabajo de Tesis pueden detallarse como sigue.

1- Respecto de la enzima SmUDP-GIcPPasa:
- Las enzimas His-SmUDP-GlcPPasa y SmUDP-GlcPPasa se expresaron en E. coli, en
forma soluble y activa, presentando una estructura cuaternaria monomérica, a diferencia
de otras UDP-GIcPPasas bacterianas.
- Los anticuerpos policlonales especificos contra UDP-GlcPPasa de X. campestris,
producidos en conejo, reconocieron a la enzima recombinante de S. mutans, avalandose
asi la identidad de proteina recombinante.
- Tanto la enzima His-SmMUDP-GIcPPasa como la SmUDP-GIcPPasa exhibieron la
correspondiente actividad enzimatica UDP-GlcPPasa, observandose, ademés, que la
presencia de la etiqueta de histidinas no modifico los parametros cinéticos. En el caso
de la enzima recombinante etiquetada, se demostré que podia emplear TTP (no GTP ni
ATP) y Man-1P como sustratos.
- La actividad de la enzima no fue modificada en presencia de los efectores alostéricos
de las ADP-GlcPPasas como PEP, 3PGA, Fru-1,6bisP, Fru-6P, Glc-6P, Pyr, Piy AMP.
- Se logr6 obtener en forma soluble la enzima quimérica SmMUDP-GlcPPasa/ECADP-
GlcPPasa C-terminal, la cual presentd actividad UDP-GlcPPasa, pero no fue activa
como ADP-GIcPPasa. La estructura cuaternaria de la quimera, al igual que en el caso de
enzima SMUDP-GIcPPasa resulté monomérica (50 kDa).
- La actividad de la enzima quimérica no fue modificada en presencia de los efectores
alostéricos de las ADP-GIcPPasas como PEP, Fru-1,6bisP, Fru-6P, Glc-6P, Pyr, Pi y
AMP. Como excepciodn, la presencia de 3PGA incrementd 6 veces la actividad de la
enzima en el sentido de sintesis de UDP-Glc. Este comportamiento, en donde el 3PGA
actia como activador de la enzima, es similar al encontrado para las ADP-GlcPPasas de
cianobacterias y eucariotas fotosintéticos como plantas superiores y algas verdes.
- Como mencionamos anteriormente, en S. mutans, el proceso de adherencia y la
formacion de la placa dental son importantes en el desarrollo de la caries dental. Este
organismo crece ensamblado a la superficie de los dientes formando biofilmes inmersos
en una matriz que le provee proteccion. Este trabajo de Tesis brinda una herramienta

molecular que serda muy importante para la continuidad de los trabajos de
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caracterizacion de la enzima y su relevancia en la sintesis de polisacaridos de la matriz.
- La UDP-GIcPPasa de S. mutans fue de utilidad para construir una proteina quimérica,
hibrida con la ADP-GlcPPasa de E. coli. La proteina quimérica construida basicamente
contuvo la UDP-GIcPPasa de S. mutans como extremo N-terminal a la que se le fusiond
el dominio C-terminal de la enzima enterobacteriana (este ultimo identificado como
funcional para la regulacion alostérica de la ADP-GlcPPasa). La enzima quimérica
resultante mostré ser activa como UDP-GlcPPasa y poseer regulacion (activacion)
alostérica por el 3PGA. De esta forma pudo obtenerse, en forma inédita, una
UDP-GIcPPasa regulada alostéricamente. Ademads, los resultados obtenidos con la
proteina hibrida refuerzan lo postulado anteriormente respecto a que las propiedades
alostéricas de las ADP-GIcPPasas estan principalmente conferidas por el extremo

C-terminal de estas enzimas.

2- Respecto de la enzima EhUDP-GIcPPasa:
- La enzima recombinante UDP-GlcPPasa de E. histolytica pudo ser expresada soluble y
activa en E. coli.
- La enzima recombinante presentd una estructura cuaternaria que se corresponde con
un mondmero, hecho que es coincidente a lo informado para la enzima del parésito
protozoario L. major.
- La EhUDP-GIcPPasa recombinante purificada fue reconocida, en experimentos de
inmunotransferencia, por anticuerpos policlonales especificos desarrollado en conejo
contra la UDP-GlcPPasa de T. brucei (30% de identidad). Mediante ensayos de
inmunodeteccion realizados sobre extracto crudo de trofozoitos de la ameba se confirmoé
la expresion de la proteina en el parasito. El anticuerpo policlonal utilizado reconoci6 en
el westernblotting una tunica banda de proteina al tamafo predicto mediante
herramientas bioinformaticas, y con este suero policlonal especifico se realizo la
localizacion celular de la enzima utilizando microscopia de epifluorescencia. Este
ensayo reveld senales de reconocimiento en forma de particulas, sugiriendo que la
proteina podria localizarse en E. histolytica en cuerpos vesiculares. Esto podria estar
indicando una ubicacién a nivel de los microsomas del parasito.
- En cuanto a la actividad de UDP-GIcPPasa, la EhUDP-GIcPPasa presentd una
actividad especifica para la catalisis en el sentido de sintesis de UDP-Glc 30 veces

mayor que en el sentido inverso de pirofosfordlisis.
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- Se comprob6d que la actividad de la enzima no es afectada por metabolitos
caracterizados como efectores alostéricos de ADP-GlcPPasas, tales como PEP, Fru-6P,
Pyr, Glc-6P, 3PGA, Fru-1,6bisP, AMP y Pi, y que la EhnUDP-GIcPPasa no emplea ATP,
TTP, GTP ni Man-1P como sustratos alternativos.

- La actividad de la enzima recombinante purificada es modificada por incubacion con
oxidantes. La incubacion con diamida, peroxido de hidrégeno y nitroprusiato de sodio,
los cuales oxidan residuos aminoacidicos que contienen azufre (-S); presentando una
inhibicion irreversible, que sigue una cinética de pseudo-primer orden. El UTP actuo
como sustrato protector de la inhibicion de la enzima tras la oxidacion.

- El efecto inhibitorio de los oxidantes sobre la actividad de la EhUDP-GIcPPasa pudo
ser revertido por incubacién de la enzima oxidada con diferentes reductores tanto
quimicos (como el DTT), como biologicos (TCTXN, TbTRX, ENTRXS, y EnTRX41).
EhTRX8 y EhTRX41 tienen relevancia fisiologica como reguladores redox, ya que se
encuentran dentro de las células en concentraciones capaces de forzar la recuperacion de
la actividad enzimatica.

- Las mutantes simples C108S y C378S y la doble mutante C108/378S mostraron una
respuesta alterada a los agentes oxidantes en comparacion con la enzima salvaje, en
general comportandose como mas estables a la oxidacion. Nuestros resultados podrian
estar indicando que, en E. histolytica, la participacion de distintos oxidantes, a través de
modificaciones especificas que producirian a nivel estructural en la enzima le harian
perder su actividad en forma irreversible. Esta inactivacion puede ser revertida en
presencia de reductores. La formacion del puente disulfuro intramolecular (oxidacion)
podria bloquear parcialmente el acceso del sustrato al sitio activo, reduciendo asi, total o
parcialmente, la actividad enzimatica. La unidon covalente entre ambas cisteinas
pareceria producir un cambio conformacional generando una molécula mas compacta
con un patréon de migracion diferente en el SDS-PAGE no reductor. La inhibicién de la
actividad enzimatica fue irreversible y solo se revirtid en presencia de distintos agentes
reductores. El sistema tiorredoxina, recientemente caracterizado por nuestro grupo de
investigacion, fue el unico capaz de recuperar totalmente la actividad enzimatica,

subrayando asi la importancia fisioldgica de este sistema metabdlico.

3- Respecto de las isoenzimas TcUDP-GIcPPasas y ThUDP-GIcPPasa:
- Ambas isoformas TCUDP-GIcPPasal y TcCUDP-GIcPPasa2 y la TOUDP-GlcPPasa se

expresaron en forma recombinante exhibiendo actividad UDP-GlcPPasa y presentando
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una estructura cuaternaria monomeérica. Las actividades enzimaticas de las dos
isoenzimas de T. cruzi no presentaron diferencias significativas aunque
TcUDP-GIcPPasa2 fue claramente mas sensible a la diamida y al peréxido de hidrogeno
que TcUDP-GIcPPasal, como lo indican los correspondientes valores de K;.

- Ninguna de las tres enzimas utiliza ATP, TTP, GTP, ni Man-1P como sustratos
alternativos, y sus actividades no son afectadas por metabolitos caracterizados como
efectores de las ADP-GIcPPasas.

- La expresion de las enzimas TcUDP-GlcPPasal, TcUDP-GlcPPasa2 vy
TbUDP-GIcPPasa fue confirmada mediante experimentos de electrotransferencia
seguidos de inmunodeteccion realizados sobre extractos totales de epimastigotes de
T.cruzi y tripomastigotes sanguineos de T. brucei respectivamente. En estos ensayos se
utilizaron anticuerpos policlonales especificos desarrollados en conejo contra la
UDP-GIcPPasa de T. brucei recombinante.

- Compuestos oxidantes como diamida, peroxido de hidrogeno y nitroprusiato de sodio
inactivaron a las tres enzimas, siendo el proceso reversible en presencia de reductores
tales como DTT, TXN y TRX. Esto ultimo es de gran importancia pues estaria
indicando por primera vez, en T. cruzi y T. brucei, una actividad bioldgica diferencial
para TRX respecto de las TXN. De esta forma, en tripanosomatidos (e incluso en
protozoos en general), la TRX podria estar principalmente involucrada en un
mecanismo de modificacion post-traduccional de proteinas similar al encontrado en
otros organismos (por ejemplo, en plantas y animales).

- Los resultados obtenidos sugieren que las UDP-GlcPPasas de T. brucei y de T. cruzi
son enzimas cuya actividad enzimatica es regulable por un mecanismo de oxidacion-
reduccion. Pese a la elevada homologia que existe entre éstas enzimas y la de
E. histolytica, es importante remarcar que en T. cruzi y T. brucei las UDP-GlcPPasas
carecen del residuo C108, uno de los residuos de cisteina que junto al residuo C378 (en
la enzima amébica), era considerado participe de la formacién, por oxidacion, del
puente disulfuro que inactiva la enzima. Asi, postulamos que es posible que en los
tripanosomatidos estudiados, el fenomeno de regulacion redox se lleve adelante
mediante la formacion y ruptura de al menos un puente disulfuro que podria estar siendo
formado por la C378, altamente conservada en las enzimas de estos parasitos y el atomo
de azufre de otro residuo aminoacidico que se encuentre a una distancia que permita la
formacion de esta union covalente. En esta situacion encontramos al residuo M106, un

aminoacido que no es asociado normalmente a la formacion de puente disulfuro. El
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mismo contiene un azufre que también puede ser oxidado a —SOH, el cual podria
participar en la formacion de un puente disulfuro. Las UDP-GIcPPasas de T. brucei y de
T. cruzi tienen 10 residuos cisteinas y 15 metioninas por lo que la caracterizacion del
fenomeno de regulacion redox sera mas complicado que en el caso de la enzima de
E. histolytica. En cualquier caso, la posibilidad de contar con clones productores de las
distintas enzimas recombinantes seguramente ayudard, de cara al futuro, al disefio de
experimentos de mutagénesis dirigidas, simples y multiples y también a la produccion
de suficiente cantidad de las enzimas mutantes para ensayos de cristalizacion y
difraccion de rayos X, tendientes a resolver estos nuevos interrogantes que surgen de la

presente Tesis.
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6. RESUMEN

Para establecer interacciones con otras células, asi como para evadir al sistema
inmune del hospedero y potenciar su virulencia y patogenia, muchos microorganismos
han desarrollado estructuras que se localizan a nivel de la superficie celular, siendo los
oligosacaridos componentes principales de las mismas. El estudio de la biosintesis de
los compuestos presentes en la superficie celular, generalmente glicoconjugados, es de
gran relevancia, no solo para fortalecer el conocimiento bioquimico de los distintos
organismos, sino también para caracterizar blancos moleculares de potenciales
inhibidores que puedan actuar como farmacos especificos. En una amplia variedad de
microorganismos, el reparto de la glucosa para producir oligo- y polisacaridos
estructurales o de reserva es una etapa central del metabolismo, y la produccion de
compuestos con diferentes funciones celulares estd determinada en relacion a como la
Glc-1P es utilizada por diferentes enzimas. Por esto, el conocimiento de las propiedades
de las enzimas involucradas en dichos procesos celulares es relevante para entender el
metabolismo de los hidratos de carbono en un organismo y las derivaciones funcionales
de los mismos. En bacterias, la UDP-glucosa pirofosforilasa (UDP-GlcPPasa) y la
ADP-GlcPPasa son dos enzimas claves que utilizan Glc-1P, la que puede ser
incorporada a la produccion de polisacarido de reserva (via ADP-Glc), a la
interconversion de la hexosa 6 a la produccion de oligo- y polisacéaridos estructurales
(via UDP-Glc). En otros microorganismos, la ocurrencia conjunta de ambas
pirofosforilasas no es tan clara; pero de todas maneras la produccion de distintos
polimeros de Glc implica la existencia de un fraccionamiento metabolico de la Glc-1P.
Asi, se hace necesario estudiar en detalle la presencia y las propiedades de la
UDP-GIcPPasa en diferentes organismos, para establecer rutas metabdlicas de
produccioén de polisacéridos.

La UDP-GIcPPasa cumple una funcion relevante para la produccion de distintos
glicoconjugados en los microorganismos que son objeto de estudio en la presente Tesis.
Asi, en Streptococcus mutans, una bacteria Gram positiva, la UDP-Glc es el metabolito
precursor para la formacion de la cadena lateral de poliglucosas del antigeno serotipo
c-especifico y es posible que actie también como precursor para la sintesis de
componentes celulares como 4acido teicoico y glicofosfolipidos. Por otra parte, el
parasito protozoario Entamoeba histolytica posee glicoconjugados de la superficie
celular anclados a GPI, cuyas estructuras involucran residuos de manosa, glucosa y

galactosa, que primariamente son interconvertidos metabodlicamente como nucle6sido-
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difosfo-azlicares. Aunque la ruta biosintética de estos compuestos no esta del todo
esclarecida en este organismo, la participacion de la UDP-Glc es potencialmente
relevante. Respecto a Trypanosoma cruzi, el protozoo presenta una cubierta, el
glicocaliz, que es fundamental para su supervivencia e infectividad. La UDP-Glc es el
precursor obligado para la sintesis de los residuos de galactosa, ramnosa y xilosa
presentes en los glicoconjugados de tal estructura de cubierta. Similar es el caso de
Trypanosoma brucei, donde la superficie celular presenta glicoconjugados ricos en
residuos de galactosa.

En este trabajo de Tesis se presenta la caracterizacion de la UDP-GlcPPasa de los
microorganismos antes mencionados, asi como la realizacion de un analisis comparativo
de las propiedades de la enzima con las de otras pirofosforilasas, con el objeto de
comprender como la Glc-1P es fraccionada metabolicamente y coOmo este proceso es
regulado en diferentes células. Se clonaron los genes que codifican para las
UDP-GIcPPasas de S. mutans, E. histolytica, T. cruzi y T. brucei. Las enzimas se
expresaron fusionadas a una etiqueta de histidinas en sistemas heter6logos (Escherichia
coli), lo que permiti6 obtener a las proteinas de interés solubles, activas y en cantidades
suficientes para realizar la caracterizacién de las mismas. Las propiedades cinéticas de
las enzimas se compararon con las de UDP-GIcPPasas de otras fuentes. Los estudios
sobre la estructura cuaternaria de las mismas determinaron que en su estado nativo todas
son monoméricas.

En lo que respecta a la UDP-GIcPPasa de S. mutans, la misma no exhibi6 actividad
con ATP ni con GTP, pero si utiliz6 TTP y manosa-1P; resultados que concuerdan
parcialmente, con lo informado por otros autores respecto a la relativa promiscuidad de
la enzima para utilizar otros sustratos alternativos, sobre todo presentar actividad de
timidililtransferasa. Con el proposito de evaluar si la UDP-GlcPPasa bacteriana
presentaba una regulacion alostérica de su actividad, realizamos estudios cinéticos en
presencia de los compuestos previamente caracterizados como efectores para las
ADP-GlcPPasas. Estos ensayos nos indicaron que esta enzima no se encuentra regulada
alostéricamente por metabolitos. Estos resultados estan de acuerdo con los antecedentes
bibliograficos, respecto a que las UDP-GlcPPasa no son enzimas reguladas. Conociendo
las propiedades regulatorias de las ADP-GlcPPasas bacterianas y considerando los
resultados obtenidos con la UDP-GlcPPasa de S. mutans, nos propusimos obtener la
proteina quimérica, hibrida, formada por la fusion de esta ultima como extremo

N-terminal y el dominio C-terminal de la ADP-GlcPPasa de E. coli. Quisimos en este
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ensayo comprobar la importancia del extremo C-terminal de la ADP-GlcPPasa en el
fenomeno de regulacion alostérica. Asi, la quimera que obtuvimos no fue activa como
ADP-GIcPPasa pero si lo fue como UDP-GIcPPasa, y su actividad enzimatica se vio
incrementada en presencia de 3-fosfo-glicerato (activador). Este comportamiento es
similar al encontrado para las ADP-GIcPPasas de cianobacterias y eucariotas
fotosintéticos. Nuestro resultado concuerda con lo propuesto por otros autores respecto
a que las nucleésido-difosfo-azicarPPasas posiblemente deriven, evolutivamente, de un
ancestro comun y que habrian perdido parte del dominio C-terminal, por lo que no se
comportan como enzimas alostéricas (salvo las ADP-GlcPPasas que son mas grandes y
muestran regulacion). Los resultados ademas refuerzan la idea de que el dominio
N-terminal de las ADP-GlcPPasas es necesario, pero no suficiente, para tener una
enzima activa y regulada, sino que resulta necesaria la interaccion con residuos
presentes en el extremo C-terminal, siendo esto Gltimo critico para la regulacion de estas
enzimas.

En cuanto a la UDP-GlcPPasa de E. histolytica, fue posible determinar que la misma
no utiliza ATP, TTP, GTP ni manosa-1P como sustratos alternativos, ni tampoco parece
ser regulada por efectores alostéricos comunes de las ADP-GlcPPasas. La actividad de
la enzima recombinante pudo ser modificada variando las condiciones de o6xido-
reduccion del medio. La enzima fue inactivada cuando se preincubd con distintos
agentes oxidantes (diamida, peroxido de hidrégeno y nitroprusiato de sodio). La
inhibicion fue irreversible, pero pudo revertirse por tratamiento con distintos agentes
reductores (ditiotreitol, tiorredoxina y triparredoxina). Uno de los agentes reductores
analizados, la tiorredoxina, fue recientemente caracterizado en este pardsito como
componente del sistema antioxidante de detoxificacion de sustancias reactivas del
oxigeno y del nitrégeno. En este trabajo mostramos que el sistema tiorredoxina, en
E. histolytica, puede participar también en la regulacion redox de la actividad de
enzimas que forman parte de otra ruta metabdlica como es la sintesis de oligo y
polisacéridos. Por modelado molecular y mutagénesis sitio-dirigida se identificaron los
aminoacidos que estarian involucrados en la regulacion redox (C108 y C378) a través
de la formacion y ruptura de un puente disulfuro. Fue posible también identificar un
residuo de metionina presente en el sitio de uniéon a nucledtido, como un aminoacido
esencial para la actividad catalitica de la UDP-GlcPPasa amébica.

Estudios similares se realizaron con las UDP-GlcPPasas recombinantes de T. cruzi y

T. brucei, donde se observaron comportamientos comparables respecto al efecto
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causado sobre la actividad por los distintos agentes redox. Cabe mencionar que en
T. cruzi se encuentran dos UDP-GIcPPasas con elevada similitud estructural, pero que
mostraron diferencias significativas en sus propiedades cinéticas y de respuesta a
oxidantes de cisteinas. Este comportamiento diferencial podria justificarse en base
variaciones en la estructura tridimensional relacionada con la carga neta y su
distribucion superficial en cada macromolécula. De todas formas, la inactivacion por
diamida de las UDP-GlcPPasas de tripanosoméatidos pudo ser revertida por incubacion
con ditiotreitol o tiorredoxina, no observandose para esto Ultimo comportamientos
distintos entre las isoenzimas. Curiosamente, la tiorredoxina pudo revertir totalmente la
inhibicién de la actividad de estas enzimas mientras que la triparredoxina solo logré
recuperar un 20 % (promedio) de la misma. Esta es la primera caracterizacion de una
actividad funcional de la tiorredoxina que no puede ser ejecutada con igual eficiencia
por la triparredoxina.

Los resultados contribuyen a poner de manifiesto que en parasitos protozoarios
existiria un mecanismo de regulacion de la actividad de las UDP-GIcPPasas (que podria
operar también sobre otras enzimas) por modificacion post-traduccional redox. En tal
sentido, algunas de las especies quimicas producidas por reduccién incompleta del
oxigeno, no solo generarian condiciones de estrés oxidativo sino que actuarian como
reguladores redox de la actividad de enzimas que, como en el caso de las
UDP-GlcPPasas, forman parte de otras rutas metabolicas dentro del parésito (al menos

del metabolismo de los hidratos de carbono).
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7. ABSTRACT

Many organisms have developed different structures on their cellular surface for
interacting with other cells, promoting thus their virulence. These structures generally
contain glycoconjugates as main components. The study of such cellular surface
compounds thus constitutes a very attractive research subject. This is useful not only to
gain knowledge about the organism biochemistry, but also to characterize molecular
targets, which can be a rational tool for designing inhibitors as potential new
chemotherapeutic agents. In a wide range of microorganisms, glucose partitioning to
produce structural or storage oligo- and polysaccharides is a central step of cellular
metabolism. Production of compounds with different cellular functions is directly
related with Glc-1P availability. The knowledge about enzymes involved in such
cellular processes is relevant to understand carbohydrates metabolism and their
functional consequences in an organism. In bacteria, UDP-glucose pyrophosphorylase
(UDP-GIcPPase) and ADP-GlcPPase are two key enzymes that use Glc-1P as a
substrate for the production of both storage polysaccharides (via ADP-Glc) and
structural oligo- and polysaccharides (via UDP-GIc). In other organisms, the rationale
for the presence of both pyrophosphorylases is less clear; although production of
different polyglucans entail the existence of a metabolic partitioning of Glc-1P. Thus, it
is relevant the in depth study of the properties of UDP-GlcPPase in different organisms
to better understand the occurrence and regulation of metabolic pathways related with
polysaccharides production.

UDP-GIcPPase plays a relevant role for glycoconjugates synthesis in the
microorganisms under study in the present Thesis work. Thus, in the Gram-positive
bacterium Streptococcus mutans, UDP-GIcPPase is essential to synthesize the
polyglucose rich side chain of the serotype-c-specific antigen as well as key cellular
compounds like teichoic acid and glycophospholipids. On the other hand, the parasitic
protozoan Entamoeba histolytica has GPI-anchored glycoconjugates in the cell surface.
These structures contain mannose, glucose and galactose moieties, which are
metabolically processed as nucleoside-diphospho-sugars. Although metabolic pathways
for synthesis of these complex glycosyl derivatives have been not completely
elucidated, UDP-Glc is a potentially relevant metabolite. = Concerning
Trypanosoma cruzi, the protozoan has a cellular cover, the glycocalix, fundamental for

its survival and infectivity, which consists of glycoconjugate compounds. UDP-Glc is
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the obligate precursor to produce galactose, rhamnose and xylulose residues found in
the glycoconjugates of such a cover structure. Similar is the case in Trypanosoma brucei
where the cell surface contains galactose rich glycoconjugates.

In this Thesis work it is reported the characterization of UDP-GlcPPase from the
microorganisms detailed above. The properties of the enzymes are comparatively
analyzed with those exhibited by other pyrophosphorylases, thus seeking to better
understand Glc-1P metabolic partitioning in the different cells. We cloned the genes
coding for putative UDP-GlcPPases in S. mutans, E. histolytica, T. cruzi and T. brucei.
The enzymes were expressed heterologously in Escherichia coli, obtaining recombinant
enzymes soluble, active and in amounts suitable for their characterization. The kinetic
properties of these enzymes were compared with those previously reported for
UDP-GlcPPases from other sources. A monomeric quaternary structure was determined
for all the recombinant enzymes.

UDP-GIcPPase from S. mutans did not use ATP or GTP as a substrate, but it used
TTP and mannose-1P. These results agree with previous reports about
pyrophosphorylases having some promiscuity for substrates, mainly acting as
thymidilyltransferases. To evaluate a possible allosteric regulation of S. mutans
UDP-GIcPPase we assayed the enzyme activity in the presence of compounds
previously characterized as effectors for ADP-GlcPPases. These assays indicated that
this enzyme is insensitive to allosteric regulation, which is in agreement with the
properties reported for other UDP-GlcPPases. Knowing the regulatory properties
exhibited by bacteria ADP-GIcPPases and after the results we obtained with
UDP-GIcPPase, we propose to construct a chimeric, hybrid protein containing the
enzyme from S. mutans as the N-term and fused to the C-term domain of the E. coli
ADP-GlcPPase. We sought to analyze the significance of C-terminal domain of
ADP-GIcPPase in the allosteric regulation. The chimeric protein was not active as
ADP-GIcPPase, but it exhibited UDP-GIcPPase activity. Moreover, the hybrid protein
was activated by 3-phosphoglycerate, a known effector of ADP-GlcPPases from
cyanobacteria and photosynthetic eukaryotes. Results agree with the proposal that
nucleoside-diphospho-sugarPPases might evolutively derive from common ancestor,
which lost the C-term domain yielding enzymes lacking allosteric regulation (except for
ADP-GlcPPases, larger enzymes with allosteric regulatory properties). Our results also

support the idea that the N-term domain of ADP-GIcPPase is necessary but not
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sufficient to render a regulated and active enzyme, being the interaction with residues
present at the C-term domain of the enzyme critical for regulation of its activity.

UDP-GIcPPase from E. histolytica was not active with ATP, TTP, GTP or Man-1P
as alternative substrates, and the enzyme was found insensitive to regulation by
common allosteric effectors of ADP-GIcPPases. The activity of the entamoebic
UDP-GlcPPase was modified after variations in the redox environment conditions. The
enzyme was inactivated after incubation with different oxidizing agents (diamide,
hydrogen peroxide and sodium nitroprusside). The inhibition was irreversible, but it
could be reverted by treatment with different reducing agents (dithiothreitol, thioredoxin
and tryparedoxin). Interestingly, thioredoxin was recently characterized in the amebic
parasite as a component of the antioxidant system. In this work we show that this
system could also participate in the redox regulation of enzyme activity. By molecular
modeling and site-directed mutagenesis strategies we identified two amino acid residues
(C108 y C378) in the enzyme that could be involved in the redox regulation after
formation and rupture of a disulphide bridge. It was also possible to characterize a
methionine residue, located in the nucleotide binding site, as an essential residue for the
catalytic activity of E. histolytica UDP-GlcPPase.

Similar studies were carried out with recombinant UDP-GlcPPases from T. cruzi and
T. brucei, we observing for the latter a behavior against redo agents comparable to the
amoebic enzyme. Worth of mention is the fact that T. cruzi has two UDP-GlcPPases
with high structure similarity, but exhibiting significant differences in the kinetic
properties and in the response to cysteine oxidants. This differential behavior could be
assigned to variants in the three-dimensional structure related with the net charge and it
surface distribution in each macromolecule. Nevertheless, inactivation of
trypanosomatid UDP-GIcPPases by diamide was reverted by incubation with
dithiothreitol or thioredoxin, with almost no difference observed in this respect for the
distinct isoenzymes. Interestingly, thioredoxin totally reverted enzymes inhibition
caused by oxidation, whereas tryparedoxin was less effective (only reverting inhibition
by 20%, in average). This is the first time that it is found a functional activity of
thioredoxin that can not be executed with a similar efficiency by tryparedoxin.

Results contribute to identify in parasitic protozoa the possible occurrence of a
mechanism for regulation of the activity of UDP-GlcPPases (potentially also effective
for other enzymes) via posttranslational redox modification. In this context, chemical

species derived from incomplete oxygen reduction could produce not only oxidative
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stress, but also act as redox regulators of enzyme activities that, as it is the case of
UDP-GIcPPases, are involved in different metabolic pathways in the parasite (as least

related with carbohydrates metabolism).
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