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Objetivos

Los resultados comentados en el dltimo parrafo de la Introduccion plantearon la necesidad de encarar el
andlisis de otros factores, mas alla de los niveles de la actividad de PKA, para profundizar el estudio del
mecanismo bioguimico de la diferenciacion levadura ! micelio en C.albicans. Entre los factores que podrian
explicar la existencia de roles diferenciales de las isoformas Tpklpy Tpk2p, y por ende de las holoenzimas
derivadas, estan las propiedades bioquimicas de ambas enzimas. Por otro lado, con respecto a la subuni-
dad regulatoria, datos anteriores de nuestro laboratorio habian demostrado, trabajando con una cepa salva-
je, que R es una fosfoproteina in vivo y que in vitro la forma fosforilada en el sitio de autofosforilacion tiene
menor afinidad por C. En S. cerevisiae, el estado de fosforilacion de R esta relacionado también con su
localizacion subcelular (ver Introduccién). Resultd entonces interesante analizar el estado de fosforilacion de
R en las distintas cepas ya que esta modificacion podria estar implicada en la modulacién de las holoenzi-
mas in vivo.

En consecuencia, en este trabajo se abordaron fundamentalmente:

A. La evaluacion de dos caracteristicas bioquimicas de las isoenzimas: Km para el sustrato y disociacion
por AMPc
B. Elestudio de la posible modificacion diferencial de la subunidad regulatoria por fosforilacion.

Resumen

Trabajos previos de nuestro laboratorio y de otros han demostrado que la via de sefializacion celular
AMPCc/PKA esta involucrada en la respuesta de C. albicans a alguno de los factores ambientales que
controlan su morfologia y que la actividad enzimatica de las dos isoformas presentes de PKA (Tpklp y
Tpk2p) tienen un rol positivo en el proceso. Trabajando con cepas nulas para los genes de una u otra
isoforma surgieron resultados inesperados en el sentido en que de las dos cepas mutantes la que presenta
una actividad catalitica mucho menor es la que muestra una mayor capacidad germinativa medida como
formacion de hifas verdaderas. Estos antecedentes sefialaron la necesidad de profundizar en la caracteriza-
cién bioquimica de las isoformas de la PKA con el objeto de avanzar en la comprension de los mecanismos
bioquimicos subyacentes en el proceso morfogenético.

En este trabajo de Tesina se comenzé el estudio de algunas de las propiedades cinéticas de las isofor-
mas Tpklp y Tpk2p y se inicid el estudio del estado de fosforilacién de la subunidad regulatoria. Como
primer paso de este segundo item se puso a punto el ensayo de desfosforilacion de proteinas con | fosfata-
sa.

Respecto de las caracteristicas cinéticas no se encontré diferencia relevante en cuanto a la concentra-
cion de AMPc necesaria para la activacion de las dos enzimas por AMPc pero si en lo que se refiere a sus
Kms. En efecto, la Km para la isoforma Tpk1p es 10 veces mayor que para Tpk2p; esto es un fuerte indicio
de una muy baja afinidad de Tpklp por el sustrato usado en el ensayo estandar y explica los resultados
obtenidos en la medicién en extractos crudos. La Vm es también sensiblemente menor que en Tpk2p. Los
resultados del mismo analisis en CAl4 reflejan, como era de esperar, las propiedades de Tpk2p, es decir Km
y Vm dentro de los valores esperados para una PKA de eucariotas inferiores.

Respecto de la evaluacion del estado de fosforilacion de R, una vez puesto a punto el tratamiento con la
fosfatasa utilizando la proteina R recombinante de C. albicans, se sometieron a desfosforilacion los extrac-
tos de las tres cepas. Se encontro que el tratamiento promueve la desaparicion de una de las dos bandas
del doblete que presenta R proveniente de las cepas CAl4 y tpk1l y no produce cambios en la Gnica banda
gue presenta la cepa tpk2 lo cual parece indicar una diferencia en la modificacion de la subunidad regulatoria
de las tres cepas.

Materiales y métodos

1. Organismos y condiciones de cultivo
1.1. Candida albicans, generalidades

Candida albicans es un hongo patégeno oportunista de vertebrados homeotermos, causante de una de
las micosis mas comunes y de mayor incidencia mundial en el ser humano: la candidiasis. C. albicans es
un hongo diploide perteneciente a la familia Ascomicota, clase Saccharomycetes, orden Saccharomiceta-
les, subclase Saccharomycetales anamorficos, género Candida. Se reproduce asexualmente por gema-
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cién, con produccién de blastosporas y se considera una levadura imperfecta ya que no se le conoce ciclo
sexual.

C. albicans es capaz de desarrollar células ovoides simples (blastosporas y clamidosporas) o células
alargadas que desarrollan hifas multicelulares verdaderas y pseudohifas. Las hifas verdaderas, estan forma-
das por células alargadas y cilindricas que crecen por extension apical continua, separadas por paredes
septadas perpendiculares. Las pseudohifas se diferencian de las hifas en su modo de formacion; se desarro-
llan a partir de blastosporas por brotacién unipolar: el brote se desarrolla como célula alargada que perma-
nece unida a la célula madre, detiene su crecimiento y reanuda la brotacion; microscopicamente se observa
una notoria constriccion de las paredes en el sitio de formacion de los septos. Las clamidosporas son
células esféricas de pared engrosada que se desarrollan a partir de pseudohifas (Odds, 1988). La Figura 1,
Ay B, muestra las distintas morfologias del hongo. La capacidad de C. albicans de adoptar diferentes
morfologias podria contribuir a la colonizacién y diseminacién dentro de los tejidos del huésped promovien-
do laiinfecciéon (Odds, 1994).

Este hongo es un comensal habitual de los tractos respiratorio, gastrointestinal, genitourinario y con
menos frecuencia se lo encuentra en piel. La mayoria de las personas son portadoras sanas, sin embargo,
bajo determinadas condiciones el hongo se torna infeccioso, provocando candidiasis. La candidiasis puede
presentarse con distintos grados de severidad, existiendo tres tipos béasicos de infecciones: superficial,
localmente invasiva y sistémica. Suele aparecer asociada a otras enfermedades, desoérdenes fisioldgicos,
trastornos enddcrinos, alcoholismo, terapias prolongadas con antibiéticos de amplio espectro y/o terapias
esteroidogénicas.

Las infecciones superficiales son las mas comunes, se producen en las mucosas de la cavidad oral y
tracto respiratorio. La candidiasis localmente invasiva ocurre en pacientes inmunocomprometidos y se pre-
senta como ulceraciones del tracto intestinal, respiratorio o génito-urinario. La candidiasis sistémica es la
variedad mas severa e involucra la infeccion invasiva del parénquima de érganos viscerales como corazon,
rifidn, higado, bazo, pulmény cerebro (Odds, 1988).

La incidencia de la candidiasis sistémica ha aumentado en forma sostenida y alarmante en los Ultimos
veinte afios debido principalmente al aumento en las causas de depresion del sistema inmune como los
tratamientos de quimioterapia, trasplantes de 6rganos y especialmente al avance del Sindrome de Inmuno-
deficiencia Adquirida (SIDA) y es la causante de la tercera parte de las muertes de enfermos de SIDA, la
misma cifra vale para los pacientes con leucemia terminal y trasplantados de médula 6sea.

—0

Clamidospora

ft
Co» O—:
» O——=

Pseudohifa

4 N

d)“' OO <::> CFC:‘:.;:

Levadura Hifa Verdadera

Figura 1. Morfologias de C. albicans. A. Fotografias al microscopio electrénico de las diferentes
morfologias: (a) blastosporas, células ovoides; (b) pseudohifas, las constricciones de la pared celular
muestran claramente que estas células son cadenas de blastosporas y no hifas verdaderas; (c) se observan
pseudohifas con mayor aumento; (d) micelio o hifa verdadera, las constricciones en los septos son minimas
0 no se observan (tomado de Odds, 1988). B. Representacién esquematica de las diferentes formas de C.

albicans y su interaccién. Las lineas de puntos indican las células hijas y las regiones de expansion celular.
La flecha en el primer cuadro marca la posicion de la clamidospora (tomado de Ernst, 2000).
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1.1. Dimorfismo en C. albicans

El dimorfismo levadura-micelio exhibido por una gran variedad de especies fungicas se define como el
proceso reversible por el cual el habito de crecimiento levaduriforme se transforma, por alguna alteracion en
las condiciones ambientales o de cultivo, en un habito de crecimiento filamentoso o hifal como resultado de
cambios que se producen a nivel celular (Stewart y Rogers, 1978). Este tipo de diferenciacién no es un
proceso esencial en el ciclo celular del hongo, sino que constituye una respuesta a un cambio en el habitat
en el cual se desarrolla.

Es de destacar que la mayoria de las especies fungicas de importancia clinica son dimdrficas, por lo que
la comprension de los mecanismos que regulan las transiciones dimérficas es de suma importancia para el
control de un grupo de micosis cada vez mas relevantes que afectan al hombre y a los animales y podria
contribuir a comprender y controlar la enfermedad. En este sentido, C. albicans provee un modelo relativa-
mente simple y facil de manejar para el estudio de las bases moleculares de la morfogénesis y de la posible
relacion entre patogenicidad y morfologia, que es alin motivo de debate.

La formacion de micelio in vitro en C. albicans, esta influenciada por la temperatura, la cantidad de
inoculo, la composicion del medio y la cepa. In vitro, la transicién levadura-micelio es inducida por incuba-
cién a 37°C en presencia de compuestos tales como L-aminoacidos (Land y col., 1975), N-acetilglucosami-
na (NAcGIc) (Simonetti y col., 1974) y suero. El pH del medio de incubacion también actia como inductor
de la germinacion: mientras que a un pH cercano a 6,5 se favorece el desarrollo filamentoso, a un pH por
debajo de 6 se estimula el crecimiento levaduriforme (Evansy col., 1975; Pollack y Hashimoto, 1987). No se
han dilucidado en forma completa los mecanismos moleculares involucrados en la transduccion de las
sefiales extracelulares gatilladas por estos factores pero se conocen muchos de los elementos de las vias
de sefializacion.

El hecho de que C. albicans sea diploide, carezca de ciclo sexual conocido y tenga una utilizacion
inusual de codones (Santos y col., 1996), ha retrasado el estudio de los mecanismos bioquimicos y mole-
culares implicados en el dimorfismo, ya que se dificulta la manipulacion genética impidiendo la identificacion
de factores involucrados en la transicidn dimdrfica y el aislamiento e identificacién de las mutaciones que
afectan su patogenicidad.

Estas dificultades en la manipulacién de C. albicans han sido subsanadas, en parte, debido a la gran
conservacion evolutiva de las vias de transduccion de sefiales entre los hongos. Muchos de los genes
involucrados en la transduccion de sefiales en C. albicans conocidos hasta hoy han sido identificados
funcionalmente usando complementaciones genéticas en Saccharomyces cerevisiae. Estas complementa-
ciones explotan la habilidad que presentan los genes que codifican para proteinas de sefializacién en C.
albicans, de suprimir defectos en los correspondientes genes de S. cerevisiae (Clark y col., 1995) o bien de
interferir (Whiteway y col., 1992) o activar constitutivamente (Leberery col., 1996) las correspondientes vias
de sefializacion. La secuenciacion del genoma de C. albicans (http://www-sequence.stanford.edu/group/
candida/) ha facilitado el aislamiento directo de genes involucrados en la transduccion de sefiales basando-
se en la similitud de secuencia con otros previamente identificados en S. cerevisiae; el andlisis funcional de
dichos genes sigue ligado a S. cerevisiae ya que en este organismo, las vias de sefializacién estan mejor
caracterizadas.

1.2. C. albicans y hormonas de mamiferos

Los cambios ambientales afectan profundamente la transicién dimérfica en C. albicans y se han descrip-
to varios inhibidores y estimuladores del proceso (Odds, 1988). Como se menciond anteriormente, uno de
los factores que predisponen a la infeccién por C. albicans es el estado inmunolégico y/o hormonal del
huésped. Se ha informado un efecto estimulatorio de esteroides y gonadotropina coriénica humana (hCG)
(Catichay col., 1992), prostaglandina E2 y el neurotransmisor &-endorfina (Kalo-Klein y Witkin, 1990) sobre
la transicién dimérfica. Se ha evaluado la existencia en C. albicans de receptores para las hormonas huma-
nas. En este sentido, se han identificado proteinas de unién a corticoesteroides, a progesterona (Loose y
col., 1981) y a estrgenos (Skowronski y Feldman, 1989). Se describié también, la existencia de sitios de
union especifica y de alta afinidad para la hormona luteinizante (hLH) (Bramley y col., 1990). En nuestro
laboratorio se demostrd, por fluorescencia indirecta, la existencia de proteinas capaces de unir glucagon en
la superficie de células levaduriformes enteras, lo que sugiere la presencia en la membrana de receptores
reconocidos por la hormona (Zeladay col., 1996).

Desde el punto de vista de las actividades enzimaticas involucradas en los mecanismos gatillados por
estas hormonas en mamiferos, trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que las enzimas y
proteinas no enzimaticas del camino de transduccion del AMPc estan presentes y son funcionales en C.
albicans y que ademas estan moduladas durante la transicion dimdrfica (Paveto y col., 1990; Paveto y col.,
1991; Paveto y col.,1992; Egidy y col., 1989; Egidy y col., 1990).
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En conjunto, estos resultados sugieren que C. albicans es capaz de sensar cambios hormonales del
hospedador, los cuales son transmitidos al interior de la célula a través de la via de sefializacién de AMPc,
desencadenando, en ciertas circunstancias, la transicion dimérfica. Actualmente, ver item 2.3, se han indi-
vidualizado la mayoria de los genes involucrados en este sendero.

2. Transduccion de sefiales

La célula eucariota es una entidad altamente regulada, capaz de responder a los estimulos generados en
su entorno.

Estos procesos de estimulo-respuesta se llevan a cabo a través de una cascada de reacciones que
involucran enzimas especificas, proteinas regulatorias y otros factores. El primer paso de estas cascadas
es la transformacion del estimulo externo en una sefial intracelular por interaccion directa de dicho estimulo
con receptores celulares especificos. Luego, el mensaje intracelular es traducido en actividades regulatorias
que finalmente modifican y regulan las proteinas involucradas en la respuesta bioldgica.

Los estimulos externos operan intracelularmente a través de moléculas conocidas como segundos men-
sajeros, entre los cuales encontramos nucleoétidos ciclicos (AMPc y GMPc), Ca?*, diacilglicerol, fosfoinosi-
tidos y metabolitos del &cido araquidénico. Los segundos mensajeros son reconocidos por proteinas que
adquieren la propiedad de modular a otras proteinas especificas.

2.1. Via de las MAP quinasas

Dentro de los mecanismos moleculares que controlan diversas vias de transduccion de sefiales en
mamiferos tiene un rol preponderante la superfamilia de GTPasas monoméricas Ras, involucradas en el
control del crecimiento celular y la diferenciacion. Las proteinas Ras oscilan en la célula entre una forma
inactiva unida a GDP y una forma activa unida a GTP. La conversién de la forma activa a la forma inactiva es
mediada por una actividad GTPasa intrinseca. Las mutaciones que anulan esta actividad llevan a la activa-
cidn constitutiva de las proteinas Ras induciendo la transformacion celular. En células de mamiferos la forma
activa de las proteinas Ras es capaz de estimular la cascada de MAP quinasas (Mitogen Activated Protein
Kinases) (Avruchy col., 1994).

En S. cerevisiae existen 2 proteinas Ras funcionalmente homologas, Raslp y Ras2p (Today col. 1985).
Las células de S. cerevisiae carentes de ambas formas de Ras no son viables, hecho que se ha atribuido al
rol de Ras en la estimulacion de la via del AMPc, esencial para la progresion del ciclo celular a nivel de la
fase G1 (Today col, 1985). Las proteinas Ras tienen ademas la capacidad de activar la cascada de MAP
quinasas. Esta cascada se requiere en la transicién morfolégica levadura-pseudohifa (Gimeno y col., 1992;
Mdsch y col., 1996).

2.2. Via del AMPc

Como se menciond anteriormente, algunos estimulos externos operan intracelularmente a través de
moléculas conocidas como segundos mensajeros. EI AMPc es uno de estos segundos mensajeros y esta
involucrado en la transduccién de una gran cantidad de sefiales extracelulares en organismos eucariotas.

El sendero del AMPc comprende fundamentalmente un receptor de la sefial extracelular, una proteina
transductora (proteina G_) y la enzima (adenilato ciclasa), la cual una vez activada por la proteina G, es
responsable de la sintesis de AMPc. Las proteinas G triméricas en su forma inactiva estan formados por la
subunidad a unida a GDP, y un complejo formado por las subunidades b y g asociadas. El proceso de
activacion del sendero se produce por union de un ligando agonista a su receptor (ver Figura 2), que
promueve el intercambio del GDP unido a Ga por GTP. La unién de GTP produce cambios conformacionales
en la subunidad a que provocan su disociacion del dimero bg y consecuentemente su activacion. Este
estado se mantiene hasta que el GTP es hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de Ga; Ga-
GDP se puede reasociar con las subunidades bg volviendo asi al estado basal inactivo (Gilman, 1987). La
subunidad Ga activada (Ga-GTP) estimula a la adenilato ciclasa y como consecuencia aumenta el nivel
intracelular de AMPc. La actividad de la adenilato ciclasa puede ser inhibida a través de un mecanismo en
gue intervienen proteinas G inhibitorias (Gi) pertenecientes también a la superfamilia de las proteinas G
triméricas.

El AMPc puede cumplir diversas funciones dentro de la célula, ya sea modulando el sendero de MAP
quinasas a través de su union a Epac (Exchange protein activated by cAMP), uniéndose y regulando la
funcion de una familia de canales idnicos, o mediando la activacion de la quinasa de proteinas dependiente
de AMPc (PKA). La activacion de la PKA resulta en la fosforilacion de numerosas proteinas tanto estructu-
rales como regulatorias que participan en diferentes caminos metabdlicos (Fimiay Sassone-Corsi, 2001).

Para el cierre de este proceso de transduccién de sefiales existen varios mecanismos conocidos: uno es
la hidrdlisis o recaptacion de la hormona que origin0 la sefial, otro es el bloqueo de la recepcion de la sefial
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a nivel del receptor ya sea por degradacion o por internalizacion del mismo haciéndose inaccesible al
agonista, o bien la hidrdlisis del segundo mensajero llevada a cabo por la fosfodiasterasa de AMPc. Por otro
lado, las fosfatasas de proteinas encargadas de remover el grupo fosfato de las proteinas fosforiladas vuelven
alas proteinas a su estado basal. Este sistema de regulacién provee a la célula de un mecanismo de control
eficiente, flexible y sensible dandole la posibilidad de responder a sefiales del medio a través de la modifica-
cién de sus funciones metabdlicas.

Sefal estimulatoria externa

At

- W R

GTP GDP H;0 G, GDP
+ P;

AMPC

Figura 2. Regulacion de la adenilato ciclasa en mamiferos. La recepcion de una sefial estimulato-
ria por parte del receptor (R,) asociado a la proteina G, produce su activacion y ésta a su vez activa a la
adenilato ciclasa (AC) que cataliza la produccién de AMPc.

El mecanismo de sefalizacion AMPc/PKA opera tanto en organismos eucariotas superiores como en
inferiores. En S. cerevisiae se ha demostrado la existencia de las proteinas componentes de este sendero
y se ha establecido la ubicacion relativa de las mismas dentro del camino de transduccion de sefiales. Los
resultados obtenidos en S. cerevisiae han servido de base para el estudio del sendero del AMPc/PKA en
otros hongos, entre ellos C. albicans.

2.3. Transduccién de sefales y dimorfismo en C. albicans

Como ya se menciond en el item 1, la funcionalidad de muchos genes en C. albicans se establecio en
base al conocimiento previo acumulado en el estudio de S. cerevisiae.

Las vias de transduccion de sefiales relacionadas con el dimorfismo en C. albicans son complejas y
parecen no ser completamente independientes una de la otra. A nivel de proteinas transductoras, se ha
identificado una proteina homéloga a Ras1p, CaRaslp. CaRaslp no es esencial para la supervivencia de las
células de C. albicans, pero su eliminacioén provoca un marcado defecto en la formacién de hifas verdaderas
en respuesta a suero y a otras condiciones (Feng y col., 1999). Mas recientemente se ha demostrado que
CaRaslp es parte tanto del sendero de MAP quinasas como del de AMPc/PKA (Leberer y col., 2001).

Otras proteinas transductoras implicadas en el crecimiento pseudohifal de S. cerevisiae y pertenecien-
tes al sendero de MAP quinasas, han encontrado su homologo en C. albicans. Este es el caso de Cdc42p
gue pertenece también a la superfamilia Ras. La funcion de Cdc42p en C. albicans parece serimportante en
el crecimiento polarizado tanto de las células levaduriformes como de la forma filamentosa. Teniendo en
cuenta la homologia funcional con Cdc42p de S. cerevisiae se ha propuesto la ubicacion de CaCdc42p enun
paso previo a la cascada de las MAP quinasas (Ushinsky y col., 2002).

Recientemente se ha encontrado en C. albicans el gen GPA2 que codifica para un homadlogo de la
subunidad a de una proteina G (Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2002). Células de C. albicans nulas para
el gen GPA2 muestran defectos en la transicién morfogenética en respuesta a diversas condiciones, pero no
en respuesta a suero. Estos defectos no son revertidos por la adicion exégena de AMPc. Se ha encontrado
evidencia de que el producto del gen GPA2 es requerido para la regulacion de la via de sefializacién de MAP
quinasas (Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2002).
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En C. albicans la respuesta al pH estad mediada por una via de transduccidn de sefales conservada en
otros hongos. Como ocurre en S. cerevisiae y en Aspergillus nidulans la protedlisis del factor de transcrip-
cién RIM101 (PRR2) media la respuesta por pH (Ramony col., 1999).

El ultimo paso de las cascadas AMPc/PKA y pH implica la activacion de Cphly Efgl, que estimulan la
transcripcion de genes especificos involucrados en la diferenciacion. En la Figura 3 se esquematizan las
cascadas de quinasas descriptas anteriormente y su rol en la diferenciacion.

Sefnales del ambiente
pH

P
_’ [ cacs | |ﬂ Via de Rim

v vl

AMPc
Rim101
Cst2 ¢
Stel1l PKA
*? (Tpk1, Tpk2, Beyl)
Hst7
Cppl == Cek1

N
O |ﬂ Crecimiento hifal >
O 7 ) O—

Figura 3. Vias de sefializacion en C. albicans. Componentes conocidos de la via de las MAP
quinasas, de la via de AMPc/PKA'y de la via de Rim101.

3. Quinasas de proteinas

Las quinasas de proteinas pueden ser clasificadas en dos grandes grupos segun el aminoacido que
fosforilan: aquellas que transfieren el grupo fosfato del ATP a los aminoéacidos serina o treonina (Ser/Thr
quinasas) y aquellas que lo transfieren al aminoacido tirosina (Tyr quinasas). Existe un tercer grupo, las
histidina-aspartico quinasas, que se autofosforilan en residuos de histidina y le transfieren este fosfato a un
residuo de aspartico.

Dentro del primer grupo se incluyen: quinasa dependiente de AMPc (PKA), quinasa dependiente de
GMPc (PKG), PKC, quinasa dependiente de Ca?*-calmodulina (CaMK), quinasas de proteinas CK1y CK2,
guinasas dependientes de ciclinas (CDK), Raf quinasa, MAPK y quinasa dependiente de DNA (DNA.PK).

Entre las quinasas que fosforilan residuos de tirosina esta la Src, los receptores tirosina quinasa como el
receptor de insulina, los receptores de factores de crecimiento como EGF y PDGF y las tirosinas quinasas
citoplasmaéticas como la quinasa Abl tipo I.

A excepcién de las enzimas oncogénicas, todas las quinasas de proteinas son enzimas altamente
reguladas y son activadas o desactivadas en respuesta a sefiales muy diversas.
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4. Quinasa de proteinas dependiente de AMPc

La fosforilacion reversible de proteinas es un mecanismo clave, que afecta casi todos los aspectos del
crecimiento y la homeostasis en células eucariotas. La primera demostracion de que la fosforilacion regula-
ba la actividad de una enzima fue la de la glucégeno fosforilasa en respuesta a glucagon (Fischer y Krebs,
1955; Sutherland y Wosiliat, 1955). El paso siguiente fue la identificacién de un factor termoestable que
mediaba el efecto del glucagon: el 3',5-adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (Sutherland & Rall, 1958). Asi
comenzé a desarrollarse el concepto de que el AMPc era el segundo mensajero intracelular de un amplio
rango de hormonas, neurotransmisores y de otros caminos de sefializacion celular. Posteriormente se
purificéd una quinasa de proteinas regulada por AMPc que es el blanco intracelular principal de este nucle6-
tido ciclico: la PKA (EC 2.7.1.37). (Walsh y col., 1968)

Dentro de la familia de quinasas de proteinas, la PKA es un caso especial, ya que es la Unica regulada
por interaccion con una subunidad disociable y distinta de la subunidad catalitica; ésta Ultima es ademas,
una de las subunidades cataliticas mas simples de las quinasas de proteinas (Taylor & Radzio-Andzem,
1994).

La PKA es un tetrdmero formado por dos subunidades regulatorias (R) y dos subunidades cataliticas (C);
esta holoenzima tetramérica es practicamente inactiva. La subunidad regulatoria posee dos sitios de union
al AMPc; la unidn de este nucledtido a R es cooperativa y altera su afinidad por la subunidad C promoviendo
la disociacién de la holoenzima en un dimero de subunidad regulatoria con cuatro moléculas de AMPc
unidas y dos subunidades cataliticas monomeéricas cataliticamente activas que fosforilan sustratos protei-
cos especificos en residuos serina o treonina (Figura 4).

R,C, + 4 AMPc «—»R (AMPc), +2C

Holoenzima inactiva Dimero de R Mondmero
de C activo

Figura 4. Mecanismo de activacion de la holoenzima PKA por AMPc

4.1. Caracteristicas bioquimicas y estructurales de PKA

Inicialmente se identificaron dos isoenzimas de PKA en funcion del orden de elucién de una columna de
DEAE celulosa y se las nombré isoformas | y Il (Beavo y col., 1974; Rubin y col., 1974). Mas adelante se
demostro que ambas isoformas se diferenciaban en el tipo de subunidad regulatoria que integraba la holoen-
zima mientras que las subunidades cataliticas pueden ser cualesquiera de las isoformas que se describen
mas adelante (item 4.3.2).

Para la mayoria de las PKAs caracterizadas, la masa molecular para la subunidad C es de alrededor de
40 kDa, la de RI 49 kDa y la de RIlI 55 kDa; la masa molecular estimada para las holoenzimas 1 y Il es de
aproximadamente 180-200 kDa que corresponde a los respectivos tetrameros RL,C, y RILC..

La PKAtransfiere el grupo fosfato g del ATP a residuos serina o treonina de diferentes sustratos protei-
cos. La PKA reconoce en los sustratos una secuencia consenso que se caracteriza por la presencia de
arginina (usualmente dos) y hacia el extremo C-terminal, el grupo aceptor (serina o treonina) separado por
uno o dos residuos de cualquier clase (x); también se suele encontrar un residuo hidrofobico hacia el
extremo C-terminal del grupo aceptor de fosfato. Las secuencias consenso de la PKA se pueden, por lo
tanto, representar: R-R-x-S/T y R-x-S/T. Existen otros factores que influyen en el reconocimiento de la
enzima como ser: caracteristicas estructurales de los sustratos y residuos que resulten espacialmente
cercanos al sitio consenso. Para la medicion de la actividad fosfotransferasa de las quinasas de proteinas
se utilizan péptidos que contienen la secuencia canonica respectiva; en el caso de la PKA se utiliza el
kemptido, heptapéptido sintético, que contiene el sitio de fosforilacion de la piruvato quinasa de higado
porcino, LRRASLG, (Kempy col., 1977). El reemplazo de un aminoé&cido fosforilable por otro aminoéacido no
fosforilable, como alanina, a menudo resulta en pseudosustratos que se unen a la enzima pero no pueden
ser fosforilados, y en consecuencia actlian como inhibidores competitivos. Proteinas que contengan estas
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secuencias «pseudosustrato» podrian contribuir a la regulacion de la enzima in vivo como es el caso de la
propia subunidad regulatoria (ver mas adelante item 4.4), o del inhibidor termoestable especifico (ver 4.6) los
cuales poseen una capacidad inhibitoria de la enzima en el rango nanomolar.

Por otro lado, el ATP debe estar formando un complejo con Mg?* para que su fosfato a sea transferido al
sustrato proteico. En presencia de Mg? la Km para el ATP es usualmente alrededor de 10 iM.

4.2. Subunidad catalitica

4.2.1. Estructura de la subunidad catalitica

Se han identificado tres isoformas de la subunidad catalitica en tejidos de mamiferos Ca, Ca yCa.
En vista de la multitud de efectos biolégicos mediados por el AMPc, la idea de que diferentes isoformas de
C puedan mediar diferentes funciones celulares parece apropiada para explicar su rol en el metabolismo
celular, de hecho, cada vez mas trabajos muestran que determinadas funciones son propias de una determi-
nada isoforma.

Las isoformas a y a presentan mas del 90% de identidad a nivel aminoacidico (Shoji y col. 1983, Lee y
col. 1983). La isoforma C4& se expresa constitutivamente en todos los tejidos, mientras que la Ca es tejido
especifica (Hedin y col. 1987). Una tercera isoforma, Ca hallada solo en testiculo humano, diverge de Cay
Céahumanas en un 17% y 21% respectivamente a nivel de su secuencia aminoacidica (Beebe y col. 1990).

Laresolucidn de la estructura de la subunidad catalitica de la PKA formando un complejo binario con el
péptido inhibidor y ternario con pseudosustratos y nucledtidos, permitié conocer su conformacion en la
forma activa (Bossenmeyery col., 1993). La estructura cristalina de PKA sirvié como modelo para el analisis
de la gran familia de las quinasas de proteinas y permitié ahondar en los mecanismos de accién, los roles
de los residuos conservados y los aspectos regulatorios de las mismas.

La estructura terciaria de la subunidad catalitica consiste en dos estructuras lobulares separadas por un
surco que es ocupado por el sustrato. El l6bulo pequefio participa de la unién de ATP-Mg?* mientras que el
I6bulo mayor esta asociado con el reconocimiento peptidico y la actividad catalitica.

En la Figura 5 se muestra el esquema de modulos correspondiente a Ca de mamiferos. La subunidad
catalitica contiene una region de aproximadamente 250 aminoacidos, comUn a todas las proteinas quina-
sas, zona que es conocida como nucleo catalitico (Hanks y col., 1988).

Micleo catalitica

Lis 72 P P
285

Glu 91 Gla 170 Tre 197 Ser 338

Glido-X-Gli-X -X -Gli 53 Asp 184 Cis 199 Gln 328 1' Glu 346

Cis 343
Unién de ATP Unibna de sustrato

y
de subunidad regulatoria

Figura 5. Subunidad catalitica de la PKA. Estructura de dominios correspondiente a Ca bovina

Esta regién esta comprendida entre los residuos 40 a 285, y contiene varias secuencias conservadas;
dentro de este nucleo se pueden identificar residuos y regiones que son esenciales para la actividad catali-
tica, para la unién de ATP-Mg?* y para la union del sustrato.

A. Sitio de unién de ATP

Para que ocurra la catdlisis la subunidad catalitica debe unir los dos sustratos, péptido y ATP. Ambos se
unen con alta afinidad a sitios diferentes en la subunidad catalitica.

ElI ATP se une a un sitio ubicado en la region amino terminal de C; mediante mutagénesis dirigida y
modificaciones quimicas de la proteina se identificé en este dominio a la Lis72 como funcionalmente impor-
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tante (Zoller y Taylor, 1979). El ndcleo catalitico de todas las quinasas de proteina contiene una Lis o Arg
invariante correspondiente al sitio Lis72 de Cay que interactta con el fosfato & del ATP. Se confirmé asimis-
mo que la zona flanqueante a este residuo también es importante en la unién aATP .

También participan grupos carboxilo en la unién de ATP; estos grupos unen Mg?*, formando un complejo
ternario con el ATP-Mg?*. (Granot y col., 1980)

B. Sitio de unidn del sustrato y actividad fosfotransferasa

Como ya se describid, la subunidad catalitica reconoce en los sustratos secuencias que contienen dos
aminoacidos basicos, casi siempre arginina, separados por uno o dos residuos de la serina o treonina que
es fosforilada. Grupos carboxilo de los aminoacidos espacialmente cercanos participan en el reconocimien-
to y transferencia de fosfato al sustrato peptidico. Se demostrd que Glul70 y un grupo de varios residuos
béasicos que se encuentran en el extremo carboxilo terminal de la molécula, participan en el reconocimiento
del sustrato (Buechler y Taylor, 1990). Cis199, Glu346 y Tre197 formarian también parte del sitio activo
(Mobashery y Kaiser, 1988). Este Ultimo residuo tiene un interés particular ya que su fosforilacion es condi-
cionante para la actividad catalitica.

Actualmente se le asigna un rol importante a His87 no sélo por la interaccion con los sustratos sino
también por la interaccion con R.

C. Modificaciones post-traduccionales de la subunidad catalitica

En la subunidad catalitica ocurren dos modificaciones post-traduccionales, por un lado la Gly amino-
terminal es miristoilada y por otro, esta subunidad es fosforilada en dos sitios.

A diferencia de proteinas como las quinasas de la familia src, donde el grupo miristoilo confiere la
capacidad de asociarse a membrana, en el caso de la subunidad C de la PKA estabiliza su estructura
secundaria. El grupo acilo se pliega dentro de la proteina estableciendo contactos importantes con varias
regiones distintas de la cadena polipeptidica (Zheng y col., 1993).

Del analisis cristalogréafico del complejo binario formado por la subunidad C y el péptido inhibidor surge
gue el fosfato de Tre197 es el principal sitio de contacto directo entre los dos I6bulos anteriormente mencio-
nados. Esta fosfotreonina es necesaria no solo para el reconocimiento del sustrato, sino también para la
interaccion con la subunidad regulatoria de la quinasa (Levin y col., 1988). Se ha demostrado que esta
fosforilacion es el resultado de autofosforilacion y que es un paso critico para la activacion de C. Haciendo
sustituciones de este aminodcido por Asp o Glu se demostro que era necesario que en la posicién de la
treonina hubiera un grupo cargado negativamente para que ocurriera la union con la R (Levin y Zoller, 1990).
Se postula que esta fosforilacion provocaria cambios importantes para generar el estado conformacional
activo de muchas proteinas quinasas (Zheng y col., 1993).

4.2.2. Subunidad catalitica en eucariotas inferiores

Se ha caracterizado la subunidad C en eucariotas inferiores tales como S. cerevisiae y Dyctiostelium
discoideum (Gross y col. 1990; Anjard y col. 1993). Se han encontrado diferencias tanto en la zona carboxi
como amino terminal con respecto a sus homadlogos en eucariotas superiores; en el caso de S. cerevisiae
se han encontrado tres genes diferentes (TPK1, TPK2 y TPK3) que codifican para otras tantas subunidades
C (Today col., 1987); en D. discoideum, la subunidad C posee un segmento amino terminal extra de 332
aminoacidos que le otorga una masa molecular inusualmente elevada (73 kDa).

4.3. Subunidad regulatoria

La subunidad regulatoria de la PKA es el principal receptor intracelular de AMPc descripto hasta ahora.
Como se menciond en el item 2.2 otros mediadores de los efectos del nucleétido ciclico en eucariotas son
el receptor superficial de AMPc en D. discoideum, algunos canales iénicos y la proteina Epac.

Como se comento anteriormente (item 4.1) basandose en el patron de elucion en columnas de DEAE
celulosa, se identificaron dos isoformas de la subunidad regulatoria, denominadas tipo | y II. En los dltimos
afos, con la utilizacién de técnicas de Biologia Molecular se encontr6 que existe ain mayor heterogeneidad
en las subunidades regulatorias lo que permite esperar la formacion, in vivo, de mdltiples isoenzimas entre
estas y las diversas isoformas de C ya descriptas.

En eucariotas superiores se han clonado isoformas de cada tipo de R: Rl4 (Lee y col., 1983) y RIl4 (Scott
y col., 1987), que se expresan en la mayoria de los tipos celulares, aunque varian las proporciones relativas
de cada unay por otro lado RIa (Cleggy col., 1988) y Rlla (Jahnsen y col., 1986) que son mas especificas
de tejido. La expresion de algunas isoformas parece ser constitutiva y la de otras, inducible. Recientemente
se ha demostrado la existencia de variantes de la especie Rla, producto de maduracion alternativa de un
ARNmM («splicing alternativo») (Skalhegg y Tasken, 1997). Tanto la subunidad RI como la RIl son fosforiladas
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por otras quinasas de proteinas; la Rl es fosforilada por PKG en una Ser préxima al sitio de pseudosustrato
(Hashimoto y col., 1981) y la RIl tiene cuatro sitios de fosforilacion mas que estan entre los residuos 44 y
76, que son fosforilados por la glucdgeno sintetasa quinasay la caseina quinasa Il (Hemmings y col., 1982).

4.3.1. Estructura de dominios de la subunidad regulatoria
La subunidad regulatoria tiene estructura de dimero muy asimétrico, esta asimetria parece mantenerse
también en la holoenzima (Zhaoy col., 1998). La estructura de dominios de la subunidad regulatoria incluye:
A. dominio de dimerizacion
B. region bisagra (incluye secuencia de pseudosustrato en Rl /sustrato en RII)
C. dominio de unién a AMPc
En la Figura 6 se muestra un esquema de la organizacion de los dominios en R

Dominio de Dominio de Dominios de union a AMPc
dimerizacion interaccidn con G
b
v v /
A \* B

N | [ [ ERSR )
A

Sitio de psevdosustrato
(Rl) o de sustrato (RII)

Regulatoria. Dominios funcionales

A. Dimerizacién de la subunidad R

La subunidad regulatoria forma un dimero estable, que permanece intacto luego de la liberacién de las
subunidades cataliticas. Las Unicas subunidades regulatorias que no forman dimeros son las de D. discoi-
deum (Mutzel y col., 1987) y Saccobolus platensis (Silberstein y col., 1990).

En RI, los monémeros estan unidos covalentemente por puentes disulfuro formados entre los residuos
Cis15y Cis37 (Zick y Taylor, 1982). La dimerizacién de RIl no involucra cisteinas, sino que es mantenida por
interacciones entre los residuos del extremo amino-terminal. Se determiné que el dominio de dimerizacion
en RIl est4 localizado entre los residuos 1-30 (Scott y col., 1990).

B. Region bisagra. Interaccion con la subunidad C

En ausencia total de AMPc la subunidad R inhibe la actividad de la subunidad C. La region esencial para
la interaccién con la subunidad C, es la region conocida como «bisagra», que se encuentra entre los
residuos 90 y 100 en la subunidad regulatoria. Esta zona es sensible al clivaje proteolitico, en particular por
tripsina, y esta protegida cuando la R forma parte de la holoenzima. Las secuencias presentes en esta
region son semejantes a las presentes en los sustratos que son fosforilados por la subunidad C y en RIl son
fosforiladas en Ser por la misma subunidad catalitica en una reaccion intramolecular (Rangel-Aldo y Rosen,
1977; Takio y col., 1984). La subunidad Rl posee, en esta region, una secuencia de pseudosustrato o
pseudofosforilacion Arg-Arg-Gly-Ala/Gly-lle-Ser en la cual la posicion Ser fosforilable esta reemplazada por
Ala o Gly.

La protedlisis del extremo amino-terminal no impide la unién a C mientras se mantengan las Arg; por
mutagénesis dirigida se demostré que por lo menos una de las dos argininas conservadas en la region
«bisagra» es necesaria para la unién estable entre Ry C (Buechler y col., 1993).

C. Unién a AMPc

Cada mondémero de R posee dos sitios de unién de AMPc, localizados a continuacion del sitio de
dimerizacién y la region de pseudosustrato. Estos sitios son denominados sitio Ay sito B, y son el resultado
de un proceso de duplicacién génica (Shabb y Corbin, 1992). Ambos sitios tienen diferentes velocidades de
intercambio de AMPc y actlan de manera sinergistica durante la activacién de PKA (Dgskeland y @greid,
1984). Cada dominio de union de AMPc esta formado por tres hélices 4y ocho hojas &, que se distribuyen
espacialmente para formar un bolsillo en el cual se une el nucleétido ciclico.

En la holoenzima, la unién de AMPc al sitio B aumenta la afinidad del sitio A por este nucleétido. Por lo
tanto la unién a un sitio aumenta la probabilidad de union estable del nucledétido al otro sitio y una vez que
ambos sitios han sido ocupados formando el complejo R,C,(AMPc),, la subunidad C se disocia de R.
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4.4. Anédlisis de la interaccion R/C

Como se comenté mas arriba la interaccion entre las subunidades de la PKA se establece entre el
dominio de interaccion de R que contiene el mddulo de sustrato o de pseudosustrato y el sitio de union del
sustrato en C; de esta forma, en la holoenzima, R bloquea la entrada de sustrato al sitio activo de C (Taylor
y col., 1992).

El dominio inhibitorio de ambos tipos de R contiene las dos argininas fundamentales para el reconoci-
miento de la PKA y como se menciond anteriormente, el sitio resulta fosforilado en caso de tratarse de la
subunidad RII. Esta fosforilacién no produce disociacion de la holoenzima como podria esperarse para un
verdadero producto fosforilado, pero disminuye la afinidad de R por C en un orden de magnitud. Este hecho,
agregado a que oligopéptidos que tienen la secuencia de pseudosustrato sean débiles inhibidores de C,
hace pensar que otros elementos estructurales de R deben tener un papel relevante en su interaccion con C.

En mamiferos, la afinidad de los dos tipos de R por C disminuye 1000 veces en presencia de AMPc. En
S. cerevisiae la afinidad aparente entre R y C disminuye so6lo 20 veces por el agregado de AMPc. Si la
interaccion entre R y C solo dependiera de la presencia de AMPc, a concentraciones fisioldgicas de AMPc
(0.25 pM) y de enzima, (0.2-0.7 uM) ésta estaria completamente disociada lo que apoya la idea de que
existen, in vivo, otros requerimientos para la disociacion de la holoenzima.

La Figura 7 muestra, a modo de resumen, un esquema de la estructura de la holoenzima y su disocia-
cién en la se han incorporado, respecto del esquema mostrado en la Fig. 4, algunos detalles aportados por
nuevos estudios estructurales. Se destacan en este esquema la interaccién de las subunidades C con
determinados «loops» de la cadena polipeptidica de las subunidades R que mantienen la estructura de C en
una conformacion cerrada, semejante a la que adquiere en presencia de sus sustratos, y los cambios
promovidos en Ry C por la unién de AMPc que llevan a la disociacion. La subunidad C en su forma libre,
ahora activa, presenta una conformacion abierta que puede interactuar con sus sustratos.

M ac nw ,f*‘x sustrato

; 1‘:_’; ? c peptidico o

Figura 7. Activacion de la proteina quinasa dependiente de AMPc. Modelo de la activacion, teniendo
en cuenta las conformaciones abierta y cerrada, la relacién entre las subunidades C libres, el dimero de
subunidades R y la holoenzima intacta (Zhao y col., 1998).

El modelo de disociacién de la PKA por AMPc que se muestra en la Figura 7, esté sustentado por una
cantidad de experimentos realizados in vitro con concentraciones de enzima muy inferiores de las que
existen en la célula. Recientemente han surgido evidencias que llevan a reconsiderar algunos aspectos de
este mecanismo. Experimentos realizados utilizando técnicas de transferencia de energia de resonancia
(FRET) indican que no es suficiente la presencia de altas concentraciones de AMPc para disociar la enzima
de tipo Il (Yang y col., 1995). A su vez Vigil y col. (2004) demostraron utilizando el método SAXS, (small-
angle X-ray scattering) que el agregado de un exceso molar de AMPc a la enzima de tipo | promueve solo la
activacion parcial de la misma que se completa recién con el agregado del sustrato peptidico; este efecto es
menor en la enzima tipo Il manteniéndose un porcentaje significativo de esta holoenzima sin disociar. En el
mismo sentido, recientemente, Viste y col. (2005) demostraron que los sustratos aumentan la disociacion
de la PKAtipo | a concentraciones fisiol6gicas bajas de AMPc pero no ocurre lo mismo con la enzima tipo
Il. Lo relevante de estos Ultimos estudios reside en que sustentan la hipétesis de que la disponibilidad de
sustratos contribuiria a la regulacion fina de la activacion diferencial de las enzimas tipo | y tipo II.

4.5. Inhibidor especifico de la PKA: PKI
Poco tiempo después del descubrimiento de la PKA, Walsh y col. (1971) informaron el hallazgo de una
proteina estable al acido y al calor, con la capacidad de inhibir especificamente a la PKA (Ki ~ 2nM). Dada
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la gran eficacia de este inhibidor, resulté una herramienta muy util en el estudio de la implicancia de la PKA
en mecanismos regulatorios.

Se encontrd que existen dos conférmeros del PKI. La cadena polipeptidica del PKI contiene 75 aminoa-
cidos y su dominio inhibitorio esta ubicado cerca del extremo amino terminal (Scott y col., 1985). Como en
el caso de la subunidad RI, su capacidad inhibitoria est4 basada en la existencia de un sitio de pseudosus-
trato. Habitualmente se utilizan péptidos con 20 aminoacidos que comprenden los residuos 5 a 24 de la
proteina inhibidora que siguen siendo potentes inhibidores y conservan la especificidad de la molécula
nativa.

La elevada capacidad inhibitoria del PKI depende de la presencia de ATP-Mg?#, y actia como un inhibidor
competitivo con respecto a sustratos peptidicos (Whitehouse y Walsh, 1983). La unién de R y PKI son
mutuamente excluyentes. El inhibidor bloquea la catdlisis al interactuar con el complejo subunidad C / ATP-
Mg?* en la misma forma que lo hace RI. Se postula que la alta afinidad del inhibidor se debe al establecimien-
to de un alto nimero de interacciones hidrofébicas, electrostaticas y puentes de H con el sitio activo de C
y que elementos de su estructura secundaria ayudarian en la formacion y estabilidad de dichas interaccio-
nes.

5. Localizacion subcelular de la PKA

5.1. Proteinas de anclaje

Dado que la PKA est4 involucrada en numerosas cascadas de sefializacion paralelas, es importante
comprender como la quinasa es activada en las células en el lugar y el momento adecuados. En mamiferos,
la especificidad esta dada en parte por la compartimentalizacién subcelular de la enzima a través de la
interaccién con distintas proteinas de union denominadas AKAPs (A Kinase Anchoring Proteins).

Se han identificado méas de 25 AKAPs, algunas de las cuales son productos de una compleja familia de
genes que varian en el procesamiento de suARNm (Colledge y Scott, 1999). Las AKAPs inmovilizan la PKA
a través de su interaccion con las subunidades Rl y RIl de la PKA. Poseen un sitio de uniéon a R y una
secuencia que dirige al complejo PKA-AKAP a determinados compartimientos celulares ya sea por interac-
cién proteina-proteina que lo ubica en elementos estructurales o por interaccion lipido-proteina que lo ancla
en las membranas.

El m6dulo molecular que media la union AKAP con RIl esta altamente conservado; la secuencia de
aminoacidos en este médulo es tal que adopta la estructura de una hélice anfipatica, con residuos hidrofo-
bicos alineados a lo largo de una de las caras de la hélice y residuos cargados a lo largo de la otra cara (Carr
y col., 1991). Los primeros 30 aminoacidos de RIl participan en la union a AKAP y promueven la dimeriza-
cién de las subunidades RIl, prerrequisito para la union a una AKAP (Hausken y col., 1996). Aunque la
mayoria de los estudios de las AKAPs fueron enfocados a su interaccion con la subunidad Rl de la PKA, se
han encontrado tres AKAPs que se asocian a subunidades RI (Huang y col., 1997). Algunas AKAPs tienen
la capacidad de asociarse con otras quinasas y fosfatasas formando un complejo transductor de sefiales,
como se muestra en la Figura 8 para la AKAP79.

adrenalina [2-AR

Adenilato

Figura 8. Localizacién de la PKA en eucariotas superiores. Se muestra la interaccion de AKAP79 con
dos quinasas de proteinas (PKA y PKC) y una fosfatasa de proteinas (PP2B). (Griffioen y Thevelein, 2002).
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5.2. Translocacién al nucleo

Conrespecto a la localizacion subcelular de las subunidades de la PKA una vez disociada la holoenzima
se ha demostrado, en eucariotas superiores, que la subunidad C se transloca al niicleo mientras que la
subunidad R permanece en el citoplasma. Cuando se microinyecta en el citoplasma subunidad C marcada
con un fluorocromo se observa que también se transloca rapidamente al niicleo (Fantozziy col, 1992). El
mecanismo de translocacion no se conoce con exactitud; la mayoria de las proteinas con destino nuclear
poseen secuencias especificas de localizacion que no fueron detectadas en C. En eucariotas superiores se
sabe que la actividad de la PKA es regulada negativamente por el inhibidor termoestable especifico PKI
ademas de serlo por la subunidad R. EI PKI también ingresa al nicleo y se propone que podria actuar como
una chaperona en la exportacion nuclear de la subunidad C regulando de éste modo, la disponibilidad de
PKA en el nlcleo (Fimia y Sassone-Corsi, 2001).

Sibien no se puede descartar la posibilidad de que la subunidad C tenga influencia en eventos nucleares
en forma indirecta mediante la fosforilacion en el citoplasma de factores que luego puedan ser transportados
al nucleo, la translocacion de C al ndcleo representa en si un importante paso en la transduccion de sefiales
gue regulan la actividad génica (Nigg, 1990) control transcripcional de la expresién de genes involucra
interacciones proteina-ADN y proteina-proteina. En células eucariotas la respuesta transcripcional a un
aumento en los niveles de AMPc producido por diferentes estimulos es mediada por una familia de secuen-
cias especificas en el ADN llamadas secuencias CRE, que se encuentran ubicadas en la region promotora
de varios genes y contienen la secuencia consenso TGACGTCA (Borrelli y col, 1992). Asu vez, en células
gue responden al AMPc se encontrd un grupo de proteinas (CREB, CREM) que se unen a esas secuencias.
Se encontré que CREB fosforilada por la subunidad C estimula la transcripcién de genes que responden al
AMPc. La estequiometria y la cinética de fosforilacion de CREB estan estrechamente correlacionadas con
la entrada de C al nucleo (Hagiwara y col, 1993).

6. Control de la PKA in vivo

Aparte de la recientemente propuesta funcion de los sustratos en la regulacion de la disociacion de la
PKA, existen otros factores a los que se les adjudica un posible rol fisiol6gico en el control de la PKA in vivo.

Balance entre las subunidades Ry C. La concentracién intracelular de la PKA es alrededor de 0.2-0.7
iM y la relacién molar entre las subunidades R y C es usualmente 1:1, aunque en ciertas circunstancias
puede alterarse (Beebe y Corbin, 1986). Por otro lado, la relacién molar holoenzima tipo | / tipo Il varia no solo
con el tejido, sino que puede cambiar en el mismo tejido durante el desarrollo, crecimiento, diferenciacion
celular, procesos de transformacién maligna, etc.

El balance entre las cantidades de Ry C ha sido objeto de numerosos estudios ya que podria ser uno
de los mecanismos que la célula utiliza para regular la actividad de la PKA en distintas circunstancias.

Se ha demostrado que la sobreexpresién del ADN copia que codifica para la subunidad C provoca un
aumento en la traduccidn de la subunidad RI sin que varie la cantidad de RIl (Uhler y McKnight, 1987). Este
resultado sugiere que la sobreproduccion de Rl puede representar un mecanismo al que apela la célula para
neutralizar el exceso de subunidad C libre.

Inhibicion por PKI. Otra herramienta que podria utilizar la célula para controlar la actividad de PKA es
el PKI. En musculo esquelético la cantidad de PKI es suficiente para inhibir el 20% de la subunidad C
presente en el tejido. La manera en que el PKIy R compiten por la regulacion de C no estd completamente
dilucidada. Una posibilidad es que el PKI sea utilizado para controlar la subunidad C libre hasta que pueda
ser secuestrada por R, preferencialmente por RI recién sintetizada. También es posible que el PKI sea
utilizado para controlar C libre en circunstancias en que R tiene baja afinidad por C debido a la unién de
AMPc. Recientemente se ha demostrado que el PKI endégeno es responsable de la inhibicion de la PKA
nuclear y que este modo de terminar la sefializacion via PKA es, en algunos casos preponderante sobre la
exportacion de la subunidad C al citoplasma (Chen y col., 2005)

Microdominios de AMPc. Recientemente han surgido evidencias que indican la existencia de «restric-
ciones de difusién de segundos mensajeros» que generan la compartimentalizacion de los mismos. Se han
descripto microdominios de AMPC en reticulo endoplasmico de cardiomiocitos y en neuronas (Rich y col.,
2000; Scriveny col., 2000). Estos microdominios de AMPc serian modelados o limitados espacialmente por
fosfodiesterasas de AMPc (PDES). Es posible que los gradientes de AMPc generados por distintos ligandos
sean organizados especificamente para seguir una ruta particular de sefializacion via PKA a través de uno o
mas complejos PKA-AKAP. En cardiomiocitos se ha descripto una AKAP que ancla PDE4D3 y PKA tipo Il
a una region perinuclear (Dodge y col., 2001). Como PDE4D3 es activada por fosforilacion via PKA esta
colocalizacion espacial establece una via de regulaciéon negativa que termina con la sefial local de AMPc.

Estos resultados van aclarando la significacién funcional de las distintas isoformas de la PKA en eucario-
tas cuya existencia es aun enigmatica.
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7. PKA y dimorfismo en C. albicans

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se purifico y caracteriz6 la PKA de C. albicans (Zeladay col,
1998). La holoenzima purificada a partir de células levaduriformes posee una estructura tetramérica (de 287
kDa) formada por dos subunidades cataliticas que presentan una masa molecular inusualmente alta (aproxi-
madamente 78 kDa) y de dos subunidades regulatorias de 64 kDa. La holoenzima es completamente
dependiente de AMPc. Las Kms calculadas para el ATP y el kemptido son de 30 y 60 mM respectivamente.

La subunidad R es del tipo I, es fosforilada por C en una reaccién intramolecular y une 2 moles de AMPc
por mol de mondémero. Utilizando la subunidad R expresada en E. coli, tanto en su forma nativa como
mutagenizada en el sitio de autofosforilacion, se demostrd in vitro que la autofosforilacion de R disminuye su
afinidad por C y la enzima se disocia con menor concentracion de AMPc (Zelada y col., 2002).

Posteriormente se encontrd que existen dos isoformas de la subunidad catalitica de la PKA que estan
codificadas por los genes TPK1 y TPK2 (Sonneborn y col., 2000; Bockmuhl y col., 2001) y en nuestro
laboratorio demostramos que ambas isoformas de C se expresan en una cepa salvaje de C. albicans
(Cloutier y col., 2003). Con respecto a la subunidad R, existe una Unica isoforma codificada por el gen
BCY1, nombrado de esta manera por su homologia con su par en S. cerevisiae (Cassolay col., 2004).

Analizando el rol de la PKA en la transicion levadura’! micelio en C. albicans, encontramos que la
eliminacién de ambos alelos del gen TPK2, ademas de reducir la actividad total de PKA en las mutantes,
resultaba en una capacidad disminuida para diferenciar en medio liquido en presencia de concentraciones
subsaturantes del inductor NAcGlc. Mas aln, esta germinacion era bloqueada por el inhibidor especifico de
PKA (PKI) y aumentada por la presencia en el medio de induccion de AMPc o de su derivado dbAMPc
(dibutiril-F-AMPc) (Cloutier y col., 2003). Estos resultados, junto con los de Sonneborny col. y Bockmil y col.
mencionados en el parrafo anterior, son fuerte evidencia bioquimica del rol positivo de Tpklpy Tpk2p en la
transicion dimérfica e indican que mayor nivel de PKA correlaciona con una mayor capacidad germinativa.
Sin embargo, una cepa que carece de los dos alelos del gen BCY1, es decir que carece por completo de
subunidad regulatoria y que en consecuencia presenta una actividad PKA constitutiva, independiente de
AMPc, present6 un fenotipo agerminativo; ademas presento una localizaciéon de Tpklp dispersa en toda la
célula, en contraposicion a la localizacién nuclear de esta proteina en la cepa parental (Cassola y col.,
2004). Estos resultados tomados en conjunto indican que si bien la actividad PKA es necesaria para el
gatillado de la diferenciacion inducida por NAcGilc, intervienen eventos regulatorios que permiten modular la
actividad de PKA en el tiempo (por ejemplo por disociacién de la holoenzima debida a pulsos de AMPc) o en
el espacio (por ejemplo, por cambios en la localizacién subcelular que regulan la disponibilidad de la enzima
en los diferentes compartimentos celulares) o en ambos.

El hecho de contar en nuestro laboratorio con una cepa mutante que carece de ambos alelos del gen
para la isoforma Tpk1 de la subunidad catalitica (cepa tpk1), permitid profundizar el estudio de los roles de
ambas isoformas de C. Asi se encontré que si bien la actividad fosfotransferasa medida en condiciones
estéandar en la cepa tpkl es equivalente a la de la cepa parental CAl4 (contiene ambas isoformas de C), y en
algunos casos la supera, su capacidad germinativa en NAcGlc estad muy disminuida, tal que a los 120 min
de induccidn, cuando las cepas parental y tpk2 han alcanzado el 100% de germinacion, tpkl presenta
escasamente un 40 % de tubos germinativos y la diferenciacidon no progresa. Estos resultados indican
nuevamente que no es simplemente el nivel de actividad de PKA lo que determina la capacidad germinativa
sino que, ademas de los posibles eventos regulatorios mencionados en el parrafo anterior, las dos enzimas
no son totalmente redundantes en el gatillado de la transformacion levadura '! micelio inducida por NAcGilc.

1. Organismos y condiciones de cultivo
1.1. Candida albicans

1.1.1. Cepas

En este trabajo se utilizaron las cepas de C. albicans que se muestran enla Tabla 1. Las cepas fueron
mantenidas en placas de petri en medio YPD (extracto de levadura 1 %, Bacto peptona 2 %, glucosa 2 %)
agarizado suplementado con uridina 50 mg/litro (YPD + Uri), y se repicaron cada 30 dias en medio fresco.
Stocks de cada cepa se conservaron a—70°C en medio YPD liquido conteniendo 15 % glicerol.
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Tabla 1. Cepas de C. albicans utilizadas en este trabajo

Cepas Genotipo Fuente

CAl4 ura3::? imm434/ura3::? imm 434 Fonzi e Irwin, 1993

7HH 6-4a* ura3::? imm 434/ura3::? imm 434 Bockmdihl'y col., 2001
tpk1?::Cat/tpkl?::Cat

H2D* ura3::? imm434/ura3::? imm 434 Cloutier y col., 2003

tpk2?::Cat/tpk2?::Cat

* De aqui en mas referida como tpkl
** De aqui en mas referida como tpk2

1.1.2. Cultivos

Para la obtencion de cultivos levaduriformes de las cepas CAl4, tpkl y tpk2 las células provenientes de
cultivos en medio sdlido se inocularon en medio liquido YPD adicionado con uridina 50 pug/ml. Los cultivos se
crecieron a 28°C con agitacion orbital, manteniendo una relacion atmésfera : medio de cultivo de 4:1. Estos
cultivos se utilizaron como preindculos para iniciar cultivos liquidos de volimenes variables de medio YPD +
Uri. Para la extraccion y purificacion de enzimas las células se cultivaron en frascos Fernbach de 1 litro con
la misma relacion atmdsfera : medio de cultivo.

1.2. Escherichiacoli

1.2.1. Cepas

Para la sobreexpresion de la subunidad regulatoria de C.albicans se utilizo la cepa E. coli BL21 con el
inserto correspondiente y resistencia a kanamicina. Esta cepa fue desarrollada en el laboratorio del Dr. Luc
Giasson.

1.2.2. Cultivos

Las células se cultivaron en medio liquido LB (CINa 1 %, triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %). Para
crecer las bacterias en medio sélido se utilizé medio LB agarizado al 2%. Cuando fue necesario se agrega-
ron los siguientes antibidticos: kanamicina (30 mg/ml) o ampicilina (50 mg/ml).

2. Condiciones de formacion de tubos germinativos

Las células levaduriformes provenientes de un cultivo en fase estacionaria se cosecharon por centrifuga-
cién a 5.000 rpm durante 5 min, se lavaron 2 veces con H,O destilada y se resuspendieron a una densidad
final de 2 x 10° células/ml en el medio descripto por Shepherd y col., (1980) cuya composicion es: buffer
imidazol 20 mM, pH 6.6; CLLMn 0.2 mM, y NAcGlc 10 mM o suero como inductores de la germinacion. El
cultivo se incubd en bafio de agua a 37°C con agitacién orbital y la evolucién de formacién de tubos germi-
nativos se monitored por microscopia de campo claro. La estimacion del numero de células que poseian
tubo germinativo o brote al menos tan grande como la mitad de la blastopora se llevé a cabo utilizando
camara hemocitométrica. Cuando fue necesario se agreg6 SDS 1% al preparado para favorecer la desagre-
gacion de las células.

3. Condiciones de formacion de pseudohifas

Para inducir el desarrollo se pseudohifas, las células cosechadas y tratadas como se indica en el item
anterior se resuspendieron a una densidad final de 2 x 10° células/ml en medio YPD, adicionado con uridina.
El cultivo se incub6 a 35°C con agitacion orbital y la evolucion de la formacion de pseudohifas se monitored
de la misma forma que para la formacion de hifas.
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4. Preparacion de extractos celulares

Todas las operaciones fueron llevadas a cabo a 4°C. Las células fueron cosechadas por centrifugacion,
lavadas dos veces con agua destilada y resuspendidas en el buffer de homogeinizacion correspondiente.

Extractos solubles para purificacion de las enzimas. Las células cosechadas fueron resuspendidas
en buffer fosfato de sodio 20 mM pH 6,8; EGTA 1 mM; EDTA 1 mM; &-mercaptoetanol 10 mM (buffer A)
adicionado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los extractos crudos se obtuvieron por ruptura de las
células en French pressure cell a 70 Mpa (1.000psi), seguido de centrifugacion a 3.000 rpm por 15 min.
Finalmente el extracto se clarificé a 36.000 rpm (100.000g) durante 1 horay al sobrenadante obtenido de lo
denoming fraccidon S100. Este método de preparacion de extractos permite procesar una cantidad importan-
te de células, obteniéndose una buena extraccién de proteinas, por lo cual fue usado fundamentalmente
para las etapas de purificacion de enzimas.

Extractos crudos paratécnicas inmunoldgicas. Las células provenientes de los diferentes cultivos en
medio liquido se cosecharon y lavaron dos veces en frio con H,0 destilada, y se resuspendieron en 2
volumenes de buffer A adicionado con inhibidores de proteasas. Las células se rompieron por agitacion
durante un minuto en vortex en presencia de 2 volimenes de perlas de vidrio; el tratamiento se repitio siete
veces con intervalos de 1 min a 0°C entre cada tratamiento. La temperatura se mantuvo entre 0y 4°C. El
extracto obtenido se centrifug6 en frio a 10.000 rpm durante 30 minutos para separar restos celulares, las
perlas de vidrio y células no rotas. El sobrenadante (S10) se utilizd inmediatamente en los ensayos.

Inhibidores. Los inhibidores de proteasas utilizados fueron: antipaina 20 ig/ml; leupeptina 20 ig/mi;
pepstatin-A 20 ig/ml; PMSF 1 mM. Como inhibidores de fosfatasas se utilizaron: fluoruro de sodio 50 MMy
glicerofosfato de sodio 150 mM.

5. Determinacion de proteinas

La cantidad de proteina en las preparaciones se midié por el método de Bradford (1976) utilizando
seroalbUmina bovina como estandar.

6. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Las electroforesis en geles de poliacrilamida 10% se realizaron siguiendo la metodologia descripta por
Laemmli (1970) utilizando minigeles y geles medianos. Las muestras se resuspendieron en solucion de
Laemmli (Tris-CIH 0.25 M, pH 6,8; &-mercaptoetanol 3 M; glicerol 20% v/v; SDS 0.3 M y azul de bromofenol
0,05% p/v) y calentadas durante 2 min en agua a 100°C. Las corridas se llevaron a cabo a corriente
constante de 35-40 mA y temperatura ambiente. Las proteinas se visualizaron por tincién de los geles con
el colorante Coomassie Brillant Blue (Coomasie Brillant Blue R-250 0,1% p/v; metanol 20% v/v; acido acéti-
co 40% v/v); los cuales luego se destifieron en solucién decolorante (metanol 45%, acido acético 10%) y
finalmente se secaron al vacio con calor. La deteccion de proteinas marcadas con 2P se llevd a cabo
exponiendo los geles secos a placas radiograficas AGFA Curix RP-1.

7. Técnicas inmunoldgicas

7.1. Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de PVDF por transferencia
semi seca durante 90 minutos a 2.5 mA/cm? en una solucion de Tris base 50 mM; glicina 40 mM; SDS 0.04
% y metanol 20 %. Las proteinas transferidas se visualizaron por tincion reversible con solucion Ponceau S
0.1% en acido acético 5%. Posteriormente la membrana se blogue6 por incubacion con TBST-leche (buffer
Tris-HCI 10 mM pH 6.8; CINa 0.9 %; Tween-20 0.05 % y leche en polvo descremada 5%) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacién la membrana se incub6 con una dilucién 1/6.000 del antisuero anti-
subunidad R de C. albicans, o con una dilucion 1/200 del anticuerpo monoclonal de ratén anti-HIS (His probe
H3. SC 8036 - Santa Cruz Biotechnology) durante toda la noche a 4°C en agitacién. Finalizada la incubacion
las membranas se lavaron e incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en presencia del segundo
anticuerpo (anti IgG de conejo o raton conjugado a fosfatasa alcalina) y los inmunocomplejos se revelaron
utilizando BCIP (5-Bromo-4-Cloro-3-indolil fosfato) y NBT (Nitro Blue Tetrazolium) en buffer de revelado TNM
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(Tris-CIH 100 mM, pH 9.5; CINa 100 mM; CI,Mg 100 mM). La reaccion se detuvo por inmersion de la
membrana en H,O destilada.

8. Ensayos Enzimaticos

8.1. Medicidn de la actividad de PKA

La actividad de PKA se midi6 de acuerdo a Zelada y col. (1998). El ensayo estandar se llevé a cabo en
un volumen final de 60 ml conteniendo: Tris-CIH 20mM, pH 7.5; Cl,Mg 10mM; b-mercaptoetanol 1 mM; [g-
$2P]ATP 0.1 mM (0.1-0.5 Ci/mmol) y kémptido 0.1 mM como sustrato exdgeno aceptor del grupo fosfato, en
presencia y ausencia de AMPc 10 mM. Después de incubar a 30°C por 10 minutos, la reaccién se detuvo
sembrando la mezcla de reaccion en papeles de fosfocelulosa, los cuales se lavaron con PO H, 75 mM
segun Roskoski (1983); la radioactividad retenida en los mismos se determin6 en contador de centelleo
liquido.

8.2. Activacion por AMPc

Alicuotas de la holoenzima parcialmente purificada fueron incubadas en las mismas condiciones des-
criptas para la determinacion de la actividad enzimatica pero en presencia de concentraciones crecientes de
AMPc en el rango 10-400 pM.

8.3. Desfosforilacion de extractos crudos

Los ensayos de desfosforilacién en extractos crudos (preparados como se indica en la seccion 4) se
llevaron a cabo en un volumen final de reaccion de 40 ml. Volimenes apropiados conteniendo 100 mg de
proteinas totales se incubaron con la mezcla de reaccion conteniendo: CI,Mn 2 mM; buffer de reaccion
(Tris-CIH 50 mM; ditiotreitol 5 mM; EDTA 0.1 mM; Brij 35 0.01%; pH final 7,5); 1il & fosfatasa (400 U) y H,O
csp 40il. La reaccién se incub6 durante 30 min a 30°C y se analizaron los resultados por Western blot
(secciones 6y 7.1).

8.4. Determinacion de la afinidad por el kemptido

Alicuotas de la holoenzima parcialmente purificada fueron tratadas como en el ensayo estandar de
medicion de actividad de PKA (item 8.1), variando Unicamente la concentracion del kémptido, el cual fue
agregado en concentraciones crecientes en el rango 10 pM - 800 pM.

9. Purificacién parcial de la PKA de C. albicans

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4°C y todos los buffer utilizados contienen inhibidores de
proteasas. La fraccién S100 se sembrd en una columna de intercambio aniénico DE-52 (5 ml) previamente
equilibrada con buffer A. La columna se lavé con 5 volimenes del mismo buffer y la proteina retenida se eluyé
con 4 volumenes de: buffer A100 mM CINa, buffer A200 mM CINa y buffer A400 mM CINa. Se recogieron
fracciones de 0.5 ml. Se midié actividad de PKA en alicuotas apropiadas de cada fraccién como se describio
en8.1.

10. Expresion y purificacion de la subunidad regulatoria de la PKA

10.1. Expresion de la subunidad regulatoria recombinante

10.1.1. Sistema de expresién

Se utiliz6 el plasmido de expresion en bacterias pET 28a. Este plasmido confiere resistencia a kanami-
cina y contiene una secuencia adyacente al sitio de clonado que codifica para un péptido de histidina (6-8
residuos). En este plasmido esta clonado el gen salvaje de la subunidad regulatoria R de la PKA y se us6
para transformar la cepa de E.coli BL21(DE3), especialmente disefiada para inducir por IPTG la expresion
de los genes clonados en plasmidos pET (Studier y Moffat, 1986)

10.1.2. Expresion

La expresion de la proteina se llevo a cabo esencialmente como se describid en un trabajo previo de
nuestro laboratorio (Zelada y col., 2002). Células de E. coli BL21 provenientes de una sola colonia crecidas
en medio solido LB se inocularon en 2 ml de medio liquido LB conteniendo kanamicina 30 ig/ml, el cual se
incubo a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DO, de 0.6 — 1. Las células se colectaron por centrifuga-
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cion y se resuspendieron en 100 ml de medio fresco (LB-kanamicina). Se incubd el cultivo a 37°C con
agitacion orbital, hasta alcanzar una DO, de 0.6. Se agreg6 IPTG a una concentracion final de 1 mMy se
incubd por tres horas.

10.2. Purificacion de la subunidad R recombinante

10.2.1. Preparacién del extracto

Se partié de células provenientes de 100 ml de un cultivo de 3 h de induccion. Las células se cosecharon
por centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en buffer de siembra: imidazol 5 mM, CINa
500 mM, Tris-CIH 20 mM, pH final 7,9. Las células se sometieron a sonicacion durante 30 seg en potencia
6 seguidos de otros 30 seg en reposo. Esta operacion se repitié cuatro veces manteniendo el recipiente en
bafio de hielo y sal. El lisado obtenido se centrifugd a 100.000g a 4°C durante 1 h. El pellet (P100) se guardd
y el sobrenadante (S100) se sembré en una columna de Ni?* preparada como se indica a continuacion

10.2.2. Preparacion de la resina y desarrollo de la columna

Se armé una columna de 2 ml con la resina de quelacion de metales His-Bind producida por Novagen. El
Ni* fue unido a la resina por pasaje de 5 volimenes de NiSO, 50 mM vy posteriormente se equilibro por el
pasaje de 3 volimenes del buffer de siembra. EI S100 antes obtenido se sembré en la columna, se recogié
el percolado y se sembré nuevamente. Esta operacion se repitid dos veces. La columna se lavo por el
agregado de 10 voliumenes de buffer de siembra, seguido del agregado de 6 volumenes de buffer de lavado:
imidazol 60 mM, CINa 500 mM, Tris-CIH 20 mM; pH final 7,9. La proteina se eluyé por el pasaje de 6
volumenes de buffer de elucién: imidazol 1 M, CINa 500 mM, Tris-CIH 20 mM, pH final 7,9. El eluido se
recogio en fracciones de 500 ml.

10.3. Liberacién del AMPc unido

Para liberar a las proteinas expresadas del AMPc unido a las mismas, se sigui6 el método descripto por
Etchebehere y col. (1997) que basicamente consiste en dializar el eluido de la columna durante 24 ha 4°C
contra 200 ml de urea 8 M, con 3 cambios de igual volumen de la misma soluciéon. EI AMPc residual se
elimino por pasaje a través de una columna de filtracion (Sephadex-G25) de 5 ml equilibrada con urea 8 M.

La proteina libre de AMPc, se renaturalizé por didlisis durante 24 h a 4°C contra 250 ml del siguiente
buffer: Tris-CIH 10 mM, pH 7,5; CIK 150 mM y &-mercaptoetanol 0.5 mM; se realizaron 4 cambios de buffer.
Posteriormente la solucion dializada se centrifugd a 20.000 rpm durante 15 min a 4°C para eliminar la
proteina desnaturalizada.

La poli-histidina terminal no se removié, ya que no interfiere en los ensayos de fosforilacion y al mismo
tiempo permite la identificacion de la proteina expresada utilizando el anticuerpo monoclonal anti-His por la
técnica de Western blot (ver secciones 6y 7.1)

11. Fosforilacion y desfosforilacion de la subunidad R recombinante

Los ensayos de fosforilacién de la subunidad R recombinante por C de coraz6n bovino se llevaron a cabo
en unvolumen final de 60 ml de una mezcla de reaccion conteniendo: TrisCIH 20 mM, pH 7.5; CI,Mg 10 mM;
b-mercaptoetanol 1 mM; [g-*2P]ATP 0.1 mM (0.1-0.5 Ci/mmol); 0.526 mg de sububidad R expresada (sus-
trato) y 2 U de subunidad C bovina (preparada a partir de sélido liofilizado disuelto en ditiotreitol 0.05M) en
presencia y ausencia de AMPc 10mM. Después de incubar a 30°C por 10 minutos, la reaccion se detuvo y
se cuantifico como se describio en 8.1.

La desfosforilacion de la subunidad R fosforilada se llevo a cabo en presencia de | fosfatasa como se
describié en 8.3 y los resultados se analizaron por Western blot (secciones 6 y 7.1) La deteccion de
proteinas marcadas con 2P se llevd a cabo por autorradiografia de los geles secos y de las membranas
utilizando placas radiograficas AGFA Curix RP-1.

12. Microscopia

Las células se visualizaron por microscopia de campo claro con aumento final de 400x. Para diferenciar
con mayor claridad las hifas y pseudohifas, se colorearon las células con calcofltor 1 mg/mly se observaron
con un microscopio de fluorescencia Olympus BX50 con aumento final de 1000x. Las imagenes se tomaron
con una camara digital color CoolSNAP-Pro , usando el software Image Pro Plus (Media Cibernetics)
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13. Materiales

Inhibidores de proteasas, kémptido, AMPc, ATP, Calcofluor, anticuerpos anti-lgG de conejo y de ratéon
acoplados a fosfatasa alcalina fueron provistos por Sigma Chemical Co. Yeast Nitrogen Base y Bacto
Peptona se adquirieron en Difco. Se utilizo papel de fosfocelulosa p-81 de Whatman. Las membranas de
PVDF (Immobilon-P) fueron provistas por Millipore Corp. [g-*2P]ATP fue adquirido a New England
Nuclear y Lambda fosfatasa a BioLabs New England. Los reactivos utilizados para electroforesis en geles
de poliacrilamida son de grado electroforético y provistos por BioRad. Todos los otros reactivos utilizados
son de grado analitico.

Discusion

La relacién entre morfologia y virulencia en varias especies de hongos patdgenos dimorficos ha llevado a
gue muchos laboratorios dirijan sus investigaciones al estudio de los mecanismos bioquimicos que regulan
la morfogénesis en este tipo de hongos. En el caso de C. albicans la forma miceliana parece estar relacio-
nada positivamente con el grado de virulencia aunque no es el inico parametro determinante de la aparicion
de laenfermedad (candidiasis).

En nuestro laboratorio y en otros se estudia desde hace afios la relacién entre la via de transduccién de
sefiales AMPc/PKA vy la transicion dimorfica levadura ! micelio y ha quedado demostrado que las dos
isoformas de PKA presentes en el hongo tienen un rol positivo en el proceso morfogenético (Sonneborn y
col., 2000; Bockmuhl y col. 2001; Cloutier y col., 2003). Estos estudios se han llevado a cabo con mutantes
deficientes en alguno de los genes involucrados, con lo cual, si bien se puede concluir sobre el requerimien-
to de los mismos, el rol de las proteinas a nivel bioquimico no se conoce. En nuestro caso, utilizando las
cepas mutantes que carecen de una u otra de las dos isoformas de la subunidad C de PKA, encontramos
gue, contrariamente a lo esperado, la cepa con menor actividad enzimatica (cepa tpk2) presenta un compor-
tamiento germinativo semejante al de la cepa parental y que en cambio la cepa tpk1, con mayor actividad
enzimatica presenta una germinacion tardia y deficiente. Este comportamiento nos llevo a concluir que, al
menos en medio liquido en presencia de NAcGlc, la transduccion de la sefial que lleva a la célula a morfo-
genizar esta primordialmente mediada por Tpklp pese a que la actividad medida en condiciones estandar,
cuando es la Unica PKA presente en la célula, es menor que en las otras dos cepas.

Con el presente trabajo se inicia un estudio dedicado a profundizar en las caracteristicas bioquimicas de
las isoformas de la subunidad catalitica de PKA, proteinas Tpkly Tpk2, que permita avanzar en el conoci-
miento de los roles que la presencia de una u otra, integrando las holoenzimas correspondientes, tienen en
el gatillado y desarrollo de la forma miceliana.

Respecto de los fenotipos filamentosos que presenta C. albicans encontramos que ademas de afectar
en forma diferencial la formacion de hifas como se habia descripto, la presencia de una u otra de las
isoformas de C generan un comportamiento distinto en la formacién de pseudohifas. En contraposicion a lo
gue ocurre en la formacién de hifas, la isoforma Tpk2p parece ser necesaria para el crecimiento filamentoso
(exclusivamente pseudohifas) en medio rico a 35° C. Es sabido que el desarrollo de hifas y de pseudohifas
en C. albicans responde a distintos programas de diferenciacion tanto a nivel génico como molecular (Sud-
bery P, 2001). Es interesante resaltar ademas que en S. cerevisiae, organismo que ha sido tomado como
sistema modelo para el estudio de la diferenciacion de C. albicans y otros hongos, la Unica forma filamento-
sa que desarrollan las células haploides es la de pseudohifay de las tres isoformas de la subunidad C (Tpks
1-3), la tnica con un rol positivo en la diferenciacion es Tpk2p, justamente el homoélogo de Tpk2p de C.
albicans. Nos parece entonces relevante considerar la transicion levadura ! pseudohifa en C. albicans como
un nuevo modelo que podria ser utilizado para profundizar los estudios a los que estamos abocados.

El comportamiento cromatogréafico en columna de intercambio anionico de las enzimas provenientes de
las tres cepas es idéntico y semejante al anteriormente descripto para PKA de una cepa salvaje (Zeladay
col., 1998); en todos los casos practicamente toda la actividad dependiente de AMPc eluyé como un Gnico
pico con 100 mM CINa. El estudio de las propiedades bioquimicas de las isoenzimas indica que, hasta
donde se puede concluir utilizando enzimas parcialmente purificadas, el comportamiento de ambas frente a
concentraciones crecientes de AMPc es el tipico descripto para las PKAs de distintas fuentes en las cuales
la ocupacién cooperativa de los dos sitios para el nucledtido ciclico en la subunidad regulatoria facilita la
liberacion de la subunidad catalitica activa.

El andlisis de los parametros cinéticos Kmy Vm arrojé en cambio datos que diferencian netamente a la
enzima integrada por Tpklp (Tabla 2). Las mediciones llevadas a cabo con la enzima de las cepas CAl4
(presencia simultdnea de Tpklpy Tpk2p) y tpkl (solo Tpk2p) resultaron en valores de Km para el kemptido,
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y de Vm dentro del rango informado por otros autores para PKAs de eucariotas inferiores. En cambio para
Tpklp la Km result6 ser un orden de magnitud mayor y la Vm el 50% de la de Tpk2p. Estos resultados, si
bien en parte explican las diferencias encontradas en los extractos crudos, también indican que con el
ensayo que se utiliza de rutina resulta muy dudoso sacar conclusiones sobre la actividad de Tpklp, ya que
las condiciones no son las Optimas para la medicion de esta enzima. Respecto del alto valor de Km se
podria plantear, a nivel especulativo por el momento, que Tpklp tiene requerimientos adicionales para el
reconocimiento de su(s) sustrato(s), mas alla de la presencia en el mismo de la secuencia canonica para
ser fosforilada, y que no estan presentes en el kemptido. De hecho, se ha demostrado que péptidos artificia-
les de 9 amino &cidos que poseen un residuo arginina en la posicién — 6 respecto de la serina fosforilable
disminuyen la Km de la PKA bovina en treinta veces comparada con la Km medida utilizando kemptido,
resultado congruente con un aumento de afinidad de la enzima por sustratos de mayor tamafio (Moore y
col., 2003); podria ocurrir algo similar en este caso con los sustratos fisiologicos y ser muy distinto el
comportamiento de la enzima in vivo. Modificaciones post-traduccionales de la proteina, como fosforilacion,
podrian también regular su actividad en momentos claves de la induccion de la diferenciacion; existen
antecedentes en la bibliografia en este sentido ya que la subunidad catalitica de la PKA bovina es una
fosfoproteina cuyo estado de fosforilacion se relaciona con un aumento de actividad y la isoforma Tpklp de
S. cerevisiae presenta un aumento de casi 2 veces en su eficiencia catalitica sobre kemptido cuando esta
fosforilada (Humphries y col., 2004; Portela, P. Tesis Doctoral, 2005, respectivamente). Por el momento
carecemos de anticuerpos para reconocer las subunidades cataliticas por lo que no podemos evaluar las
cantidades de cada una de las isoformas presentes en las respectivas cepas. Teniendo en cuenta que
alguna de las dos Tpks debe estar presente para asegurar la viabilidad de las células y que la velocidad de
crecimiento de las tres cepas en estudio es la misma (resultado no mostrado), no parece esperable una
diferencia muy marcada en las cantidades de Tpklpy Tpk2p en las respectivas mutantes. Sabemos ade-
mas que, si bien este dato no se puede relacionar directamente con la cantidad de proteina realmente
expresada, los niveles de mensajeros de las dos proteinas no difieren mayormente en células en el estado
estacionario (Souto y col, manuscrito en preparacion).

De las modificaciones post-traduccionales de proteinas, la fosforilacion es la mas extensamente involu-
crada en los mecanismos bioquimicos de transduccion de sefiales. En lo que respecta a la subunidad
regulatoria de la PKA, como se menciond en la Introduccion, la subunidad de tipo Il presenta un sitio
fosforilable por la misma subunidad C y varios sitios consenso para otras quinasas de proteinas y de hecho
se la ha encontrado como fosfoproteina in vivo en varios sistemas, entre ellos en C. albicans (Zeladay col.,
2002). En hongos se ha demostrado que algunas de las fosforilaciones de R tienen consecuencias en las
propiedades de la enzima que podrian tener un rol crucial en su funcién regulatoria in vivo como ser: en C.
albicans, disminucién de la afinidad por C cuando es fosforilada en el dominio «sustrato» de interaccién con
Cy, en S. cerevisiae, sefializar la traslocacion desde el nucleo al citoplasma cuando es fosforilada en la
region amino terminal por una quinasa especifica (Zeladay col., 2002 y Griffioen y col, 2001, respectivamen-
te). Los resultados mostrados en este trabajo son indicativos de la posible existencia de formas fosforiladas
de R en células estacionarias de las cepas CAl4 y tpk1 que esta ausente en tpk2. Estos resultados, si bien
preliminares, nos estan sefialando otra diferencia entre las PKAs que podria tener implicancia en sus roles
in vivo y seran confirmados y ampliados con experimentos realizados de marcacién metabdlica in vivo con
ATPg®?P y electroforesis en dos dimensiones.

Conclusiones

Hemos demostrado que:

El camino de transduccion AMPc/PKA tiene algun rol en la transformacion levadura  pseudohifa que
podria ser un nuevo modelo a utilizar en busca de mayores datos sobre los roles de las isoformas de PKA
en los mecanismos bioquimicos que gobiernan la diferenciacién en C. albicans.

Existen importantes diferencias en las propiedades cataliticas de las isoformas de C que nos indican la
necesidad de profundizar su analisis especialmente dirigido al estudio de sustratos fisioldgicos de PKA.
La subunidad R se encuentra fosforilada en forma diferencial en las holoenzimas derivadas de Tpklpy
Tpk2p. Dada la importancia asignada a R, especialmente en la localizacion de PKA, esta diferencia
puede ser, entre otras cosas, indicativa de destinos subcelulares diferentes para Tpklpy Tpk2p.
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