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Resumen del proyecto

En el hongo filamentoso Aspergillus nidulans el transporte de urea tiene lugar a través de UreA, un simportador urea/H+

con ortólogos en hongos y plantas, perteneciente a la familia de los simportadores de sodio (SSS). Nuestro grupo llevó a

cabo un estudio de la relación estructura- función de UreA mediante una estrategia de mutagénesis y modelado

tridimensional. El mismo permitió identificar una serie de aminoácidos implicados en la unión, reconocimiento y

translocación de la urea por parte del transportador. En este proyecto se propuso ahondar en el conocimiento de los

determinantes estructurales y funcionales de UreA, mediante la identificación de nuevos residuos o regiones de UreA

implicadas en la unión al sustrato y la selectividad por el mismo. En este sentido pudimos determinar que los aminoácidos

W82, W84, N279 y T282 cumplen un rol en la interacción y/o selectividad por el sustrato, proponiendo a su vez, que la

región en donde éstos se encuentran comprendería el sitio de unión al sustrato de UreA. Asimismo se realizó un análisis de

los “loops” extracelulares 3 e intracelular 7, determinando que éstos poseen un rol estructural y funcional en UreA. Ya que

la oligomerización de transportadores es un fenómeno que aparece con frecuencia en la biología de los mismos, pero no se

conoce cuán general es ésta ni cuál es su rol para cada clase de proteínas de transporte, nos propusimos aportar a esta

temática determinando si UreA es capaz de formar oligómeros. Se obtuvieron resultados preliminares que indicarían que

UreA oligomeriza. Actualmente estamos realizando experimentos adicionales para confirmar ésto. Creemos que los

resultados obtenidos en este proyecto contribuyen al conocimiento de la relación estructura/función de transportadores de

hongos y plantas, así como en la determinación de la especificidad de transportadores en general.
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Introducción

En Aspergillus nidulans el transporte de urea tiene lugar a través de UreA, un simportador urea/H+ con ortólogos en

hongos y plantas, perteneciente a la familia de los simportadores de sodio (SSS) [1]. Nuestro grupo de investigación lleva

varios años trabajando en la caracterización del transporte de urea en A. nidulans. El gen ureA fue clonado por

complementación de función en una cepa mutante de pérdida de función (ureA1). El análisis de la secuencia del gen permitió

determinar que UreA es una proteína de 693 aminoácidos, para la que se predicen 15 dominios transmembrana (TMS) y

que pertenece a la familia SSS. UreA posee ortólogos en plantas y hongos y además, posee parálogos en otros Aspergilli,

cuya función es desconocida. En colaboración con el grupo del Dr. Sergio Pantano en el Institut Pasteur de Montevideo, se

abordó un estudio de la relación estructura/función de UreA mediante diferentes estrategias de mutagénesis y de

predicción de la estructura tridimensional de UreA, en base a la modelización sobre transportadores cuya estructura

tridimensional fue determinada [ver 2]. De este modo fue posible identificar una serie de residuos y regiones

presuntamente relevantes para la interacción con el sustrato y el mecanismo de transporte. Se determinó que los residuos

W82, Y106, A110, T133, D286, Y388, Y437 estarían implicados en la unión, reconocimiento y/o translocación de la urea. En

particular, Y106 e Y437, se encuentran enfrentados constituyendo un filtro de selectividad para la urea. También se

identificaron residuos importantes para la estructura básica del transportador y su plegamiento, o para su correcto

tráfico a la membrana [2]. 

Un análisis más exhaustivo del modelo estructural de UreA realizado anteriormente [2], permitió identificar un par de

residuos aminoacídicos conservados en todos los transportadores de urea de hongos y plantas caracterizados hasta el

momento (y no conservados en transportadores de otros sustratos, de función establecida, pertenecientes a la familia

SSS), que podrían formar parte del sitio de interacción o unión al sustrato. Estos aminóacidos, W82 y W84, están

localizados en el TMS 2. Éste tiene la particularidad de ser discontinuo, es decir, está compuesto por 2 mitades de hélice

trasmembrana que se unen a través de una región “desenrollada”. En esta última se localizan estos aminoácidos. Cabe

mencionar que para diversos transportadores las regiones desenrolladas presentes en TMS discontinuos, tienen un rol

indispensable en el transporte de sustrato [3-5]. W82 y W84 se encuentran enfrentados en esta región, generando una

especie de “ranura” en donde podría interaccionar la molécula de urea. En este contexto, los anillos aromáticos de W82 y

W84 podrían estabilizar la carga positiva parcial del nitrógeno de la amina a través de interacciones de apilamiento o

“stacking” amina-PI [6], similar a lo propuesto para los residuos Y106 e Y437 [2]. W82, mutado previamente [2], demostró

ser importante para la funcionalidad del transportador. La mutación W82A provocó la pérdida de función de UreA,
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mientras que la mutación W82F presentó una pérdida parcial de la función de transporte, sin verse afectada la afinidad

por la urea. Esto significaría que si bien la urea se puede unir eficientemente, el mecanismo de translocación a través de

la membrana se vería afectado. Por otra parte, la afinidad por otras moléculas similares (i.e. tiourea, acetamida y

guanidina) se ve aumentada, lo que implicaría un rol del W82 en la selectividad por el ligando [2]. La posición relativa de

W82 y W84 según el modelo estructural, podría explicar lo observado. Siendo el triptófano el más voluminoso de los

aminoácidos, el espacio entre los dos triptófanos enfrentados permitiría acomodar más eficientemente una molécula

pequeña como la urea, que otras de mayor tamaño. En base a lo anteriormente expuesto, se propuso estudiar más en

profundidad el rol los aminoácidos W82 y W84 en la interacción con los diferentes ligandos de UreA para determinar si

estos residuos efectivamente forman parte del sitio de interacción con el sustrato del transportador. Según el modelo

estructural de UreA la N279 (TMS 7), se encuentra próxima a los W mencionados y posee propiedades fisicoquímicas que

la hacen capaz de interaccionar con la urea. Al igual que el W82 y W84, la N279 se encuentra conservada en los

transportadores de urea de función establecida y además se encuentra expuesta al solvente. Por lo tanto, el rol de este

aminoácido en la funcionalidad del transportador también fue analizado. Se esperaba, mediante la realización de un

análisis mutacional, determinar que los aminoácidos W82, W84 y N279 forman parte del posible sitio de unión de la urea. 

La afinidad y especificidad de un transportador por su sustrato estaría, según la visión tradicional, determinada por un

número discreto de interacciones entre éste y su sitio de unión en el transportador. Sin embargo, diferentes estudios

genéticos, bioquímicos y de modelado sobre transportadores de A. nidulans y Saccharomyces cerevisiae [7-12]

demostraton la existencia de determinantes de especificidad fuera del sitio de unión del sustrato. En el caso del

transportador del ácido úrico de A. nidulans, UapA [7, 8], se identificaron varios mutantes capaces de cambiar la

especificidad de sustrato de UapA localizados en diferentes dominios (“loop” entre TMS1-TMS2, y TMS11, TMS12, TMS13 y

TMS14), ninguno de los cuales forma parte de sitio de unión al sustrato (TMS1, TMS3, TMS8-TMS10). Estas mutaciones

confieren a UapA la capacidad de transportar purinas, pirimidinas y análogos voluminosos de la xantina, sin afectar la

afinidad por los sustratos naturales de UapA, el ácido úrico y la xantina. Esto significa que el sitio de unión no estaría

afectado. Se propone que los mismos formarían parte de dominios con función de “compuertas” que funcionarían como

filtros de selección, controlando el acceso o liberación del sustrato de su sitio de unión (revisado en [7, 8]). Con el fin de

determinar la existencia de determinantes de especificidad fuera del sitio de unión del sustrato en UreA, se abordó el

estudio de la relevancia a nivel funcional y/o estructural de algunos “loops” de UreA. Estos “loops” no fueron tenidos en

cuenta en la instancia de modelado, ya que éste permite considerar solamente aquellas porciones de la proteína que

presentan una determinada estructura secundaria y/o que mapean en regiones conservadas con el transportador tomado

como molde [2]. Entre las porciones no modeladas, se observó que el “loop” extracelular 3 (40 aminoácidos de largo,

conecta TMS 6 y 7) es considerablemente más largo que los restantes “loops” extracelulares (largo predicho entre 4 y 25

aminoácidos). Asimismo, el “loop” intracelular 7 (conecta TMS 13 y 14), tiene un largo predicho de 58 aminoácidos, mientras

que los restantes “loops” intracelulares tienen un largo de entre 3 y 22 aminoácidos. Interesantemente, esta

característica (i.e. mayor largo predicho de los “loops” extracelular 3 e intracelular 7, en comparación con los demás),

también se observa en la mayoría de los transportadores de urea caracterizados en hongos y plantas, lo que podría

indicar un rol estructural/funcional de éstos. Para poner de manifiesto un posible rol funcional de estos “loops” se planteó

realizar un análisis mutacional realizando deleciones parciales de los mismos. Asimismo se analizaron por mutagénesis,

aminoácidos conservados presentes en los “loops” para analizar su función. De esta manera, se esperaba determinar si

estos “loops” cumplen un rol en la estructura/función de UreA.

La oligomerización de transportadores es un fenómeno que aparece con frecuencia en la biología de los mismos, pero no

se conoce cuán general es éste ni cuál es su rol para cada clase de proteínas de transporte. En algunos casos la

oligomerización ha sido identificada como un fenómeno necesario para el correcto funcionamiento de otros

transportadores eucariotas [13-17]. Es por eso que, con la finalidad de aportar a esta temática, en este proyecto se

propuso analizar si UreA es capaz de formar oligómeros, ya que esta oligomerización puede ser relevante para la

actividad de transporte [18]. Para esto se planteó la realización de un ensayo de complementación bimolecular de

flourescencia (BiFC [19]) mediante la reconstitución de la proteína amarilla fluorescente (YFP), así como un ensayo de co-

inmunoprecitación en una cepa que co-exprese moléculas de UreA con distintos “tags”. Esta misma estrategia fue

empleada por Martzoukou y colaboradores [20] quienes demostraron la oligomerización de UapA in vivo en A. nidulans, la

cual luego fue confirmada al cristalizar la proteína (la misma cristalizó como dímero [18]). De forma complementaria, en

caso de determinar la oligomerización de UreA, se propuso evaluar a través de simulaciones moleculares (a través de

una colaboración con el Dr. Sergio Pantano), la posibilidad de que exista esta oligomerización. Se esperaba entonces

determinar si UreA es capaz de formar oligómeros in vivo e in silico.

3 / 9  



Metodología/diseño del estudio

1) Análisis mutacional

i- Análisis por mutagénesis sitio dirigida 

Para analizar el rol de W82 y W84 en la interacción con los diferentes ligandos de UreA (urea, tiourea y acetamida) se

generaron los mutantes W82Y, W84A, W84F, W84Y y W82F/W84F por mutagénesis dirigida. Por otra parte se realizaron las

mutaciones N279A y N279Q, para evaluar el rol de este residuo en la funcionalidad del transportador. En base a los

resultados obtenidos (ver más adelante) se generaron, además, las mutaciones T282A y T282S, S235A, S265A y D530A.

ii- Deleciones parciales de los “loops” extracelular 3” e intracelular 7 

Para estudiar el rol estructural/funcional de estos “loops” se realizaron deleciones parciales de los mismos, generando lo

siguientes mutantes: 

Deleciones parciales “loop” extracelular 3 (comprende 40 aminoácidos, 228 a 267): 

- UreA_Delta_228-237: deleción de aminoácidos 228 a 237. 

- UreA_Delta_238-267: deleción de aminoácidos 238 a 267.

- En base a los resultados obtenidos (ver más adelante) se generó, además, la mutación UreA_Delta_238-247 (deleción de

aminoácidos 238 a 247).

Deleciones parciales “loop” intracelular 7 (comprende 58 aminoácidos, 526 a 583):

- UreA_Delta_526-545: deleción de aminoácidos 526 a 545.

- UreA_Delta_546-555: deleción de aminoácidos 546 a 555.

- UreA_Delta_556-583: deleción de aminoácidos 556 a 583.

- En base a los resultados obtenidos (ver más adelante) se generó, además, la mutación UreA_Delta_568-575 (deleción de

aminoácidos 568 a 575).

-1a: Generación de mutantes

Tanto las mutaciones sitio dirigidas como las deleciones parciales se realizaron empleando la técnica de Fusion-PCR [21],

la cual permite la construcción de “cassettes” génicos para llevar a cabo reemplazos por doble recombinación homóloga.

La misma es utilizada continuamente en nuestro grupo para deletar genes (entre ellos ureA; [1]), fusionar genes a

promotores regulables, a proteínas reporteras (e.g. proteína verde fluorescente, GFP) y para la introducir mutaciones por

mutagénesis dirigidas [2]. La mutación deseada se introduce en la secuencia de los oligonucleótidos a utilizar para

generar fragmentos que luego son ensamblados. El diseño del método permite que en el “cassette” generado, ureA se

encuentre fusionado al gen que codifica para la GFP (resultando GFP hacia el extremo C-terminal, separado de UreA por

una secuencia de 5 repetidos GlyAla como “linker”). Cabe destacar que la fusión de UreA a la GFP no altera en absoluto la

funcionalidad de la proteína [1]. Los “cassettes” también portan el marcador pyrG de Aspergillus fumigatus, que

complementa la auxotrofía por la uridina y el uracilo, permitiendo la selección de las cepas mutantes. Los “cassettes”

generados se encuentran flanqueados por las regiones 5’ y 3’ UTR de ureA, lo que permite la doble recombinación

homóloga en el locus ureA.

Por otra parte, se utilizaron como cepas receptoras para la transformación mutantes delta_nkuA lo que favorece la

recuperación de cepas con integraciones en un locus particular [22]. La presencia de las mutaciones fue verificada por

secuenciación y la integración exclusiva de los “cassettes” en el locus ureA se verificó mediante ensayos de Southern blot. 

-1b: Análisis de funcionalidad de los mutantes obtenidos 

Mediante ensayos de crecimiento en placa se evaluó la capacidad de los distintos mutantes generados de crecer sobre

medio sólido con urea como única fuente de nitrógeno. Por otra parte, como la 2-tiourea (análogo tóxico de la urea)

también es sustrato de UreA [23], se analizó el crecimiento de los mutantes obtenidos en presencia de este compuesto.

Los ensayos de crecimiento se realizaron a 37 °C (temperatura óptima de crecimiento) y a 25 °C (para evaluar si las

mutaciones generadas pueden dar lugar a fenotipos criosensibles, posibles indicativos de defectos en la estructura del

transportador [24]. 

-1c: Seguimiento de la localización subcelular de las versiones mutantes de UreA-GFP por microscopía de fluorescencia.

La localización subcelular de las versiones mutantes de UreA-GFP fue observada por microscopía de epifluorescencia. Es

importante mencionar, que la localización subcelular permite clasificar a las mutaciones generadas en aquellas que

afectan la topología/estructura o que afectan la cinética/funcionalidad del transportador. Los mutantes que porten estas

últimas, además de presentar un defecto de crecimiento en placa en urea, se espera que se localicen en la membrana

plasmática. En cambio aquellos mutantes cuya topología/estructura se vea afectada, son frecuentemente retenidos en el

retículo endoplásmico (como parte del control de calidad operando en este compartimento [25]) y por lo tanto se observa

señal fluorescente en este compartimento y no en la membrana plásmatica.
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-1d: Evaluación del nivel de síntesis proteica de la versiones mutantes de UreA-GFP por Western blot

Para la correcta interpretación de los resultados obtenidos en los ensayos descritos anteriormente, fue necesario

comprobar que no existan diferencias significativas en los niveles de proteína sintetizada entre el wt y los mutantes (es

decir, que un determinado fenotipo observado sea resultado de la mutación en sí y no de un defecto en el proceso de

síntesis de la proteína mutante). Ésto se realizó mediante la realización de Western blots utilizando anticuerpos anti-GFP.

Es importante mencionar que en esta técnica es normal observar una banda correspondiente a la fusión UreA-GFP y otra

correspondiente a la GFP libre, ya que la GFP es refractaria a la proteólisis [26] y por tanto puede ser detectada aún

cuando la proteína fusionada a ésta sea degradada. Una mayor presencia de GFP libre en el extracto proteico indicaría

una mayor degradación de UreA-GFP y viceversa. En algunos casos, mutantes que presentan defectos estructurales

pueden superar el control de calidad del RE y llegar a la membrana plasmática. Sin embargo, este defecto estructural

puede afectar su recambio proteico normal, lo que puede observarse al comparar las bandas correspondientes a la fusión

UreA-GFP y de GFP libre. 

-1e - Efecto de las mutaciones generadas en la actividad de transporte de UreA

La actividad de transporte se determinó mediante ensayos de cinética de transporte con urea radiactiva (14C-urea),

obteniéndose parámetros relativos a la afinidad por los distintos ligandos de UreA (urea, 2-tiourea y acetamida) y la

velocidad de transporte. Comparando la velocidad inicial de transporte de 14C-urea, de una cepa salvaje (UreA-GFP) con

los mutantes de UreA generados, se determinaron diferencias en la actividad de transporte. Estos experimentos fueron

realizados por el Dr. Sotiris Amillis (integrante del equipo de investigación) en la Universidad de Atenas.

-2: Ensayos para determinar si UreA oligomeriza

Para determinar si existe oligomerización de UreA, se utilizó la misma estrategia empleada por Martzoukou y

colaboradores [20] quienes demostraron la oligomerización de UapA in vivo en A. nidulans, la cual luego fue confirmada al

cristalizar la proteína (la misma cristalizó como dímero; [18]). La estrategia se describe a continuación. 

-2a – Ensayo de complementación bimolecular de fluorescencia (BiFC)

Se utilizó un ensayo de BiFC mediante la reconstitución de la proteína amarilla fluorescente (YFP). Este ensayo permite la

detección in vivo de la interacción de dos proteínas mediante la reconstitución de la YFP [19]. Para ello, se generó una cepa

que co-expresa la fusión de UreA con la mitad N-terminal de YFP (UreA-YFP-N) y la fusión de UreA con la mitad C-terminal

de YFP (UreA-YFP-C). La fusión de estas mitades de YFP se realizó en el extremo C-terminal de UreA. En el caso de que

UreA forme oligómeros, se puede detectar la reconstitución de YFP mediante microscopia de fluorescencia. Como

controles se generaron cepas que expresan cada fusión de UreA por separado (i.e. solamente UreA-YFP-N o solamente

UreA-YFP-C).

-2b - Ensayos de co-inmunoprecipitación

De forma complementaria a los ensayos de BiFC, se generó una cepa que expresa, además de UreA-GFP, una versión de

UreA marcada con un “tag” HA (un péptido de 9 aminoácidos – YPYDVPDYA - provenientes de la proteína Hemaglutinina)

repetido 3 veces (3HA-UreA). Debido a los retrasos generados por la pandemia (tanto en lo que respecta a las limitaciones

en el trabajo en el laboratorio, así como en los retrasos generados en la llegada de insumos que desde el exterior - como

“kits!” de inmunoprecipitación), se llegó hasta la generación de esta cepa. Las etapas que se describen a continuación

serán realizadas en los próximos meses:

Se aislarán fracciones enriquecidas en proteínas de membrana (según [27] y [28]) de la cepa generada y se realizará una

inmunoprecipitación de UreA-GFP, mediante el uso de un anticuerpo específico anti-GFP (generado en ratón, Roche) y

Dynabeads conjugadas a IgG anti-ratón (Invitrogen). Cabe destacar que ambas técnicas han sido puestas a punto en

nuestro laboratorio. Las proteínas inmunoprecipitadas serán separadas por SDS-PAGE y las muestras serán transferidas

a membranas de nitrocelulosa, las cuales serán incubadas con anticuerpo anti-HA. De haber señal, correspondiente a la

fusión 3HA-UreA, apoyaría la posibilidad de que se esté formando un oligómero (o al menos un dímero UreA-GFP/3HA-

UreA). Luego se procederá de la misma manera pero esta vez inmunoprecipitando 3HA-UreA con anticuerpo anti-HA (i.e.

utilizando esta vez a 3HA-UreA como “carnada”) y se verificará la presencia de UreA-GFP (por Western blot con

anticuerpo anti-GFP) en el inmunoprecipitado. Como control negativo se aplicará esta misma metodología en cepas que

porten las fusiones por separado (i.e. una cepa que exprese solo la fusión UreA-GFP y otra que exprese solo la fusión 3HA-

UreA). 

Nota: las distintas fusiones mencionadas se realizaron a través de la construcción de “cassettes” génicos por la técnica
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de Fusion-PCR (mencionada anteriormente).

- 3: Estudios teóricos sobre la forma de oligomerización de UreA

Una vez verificada la oligomerización de UreA por los ensayos de co-inmunoprecipitación, se utilizarán los modelos

estructurales generados anteriormente [2], para realizar simulaciones moleculares de grano grueso [29] que permitirán

un muestreo completo de las posibles superficies de oligomerización. Se introducirán diez copias de la proteína en una

membrana modelo de fosfolípidos [30] y se realizarán simulaciones no sesgadas para recolectar estadística sobre las

interacciones proteína-proteína, las cuales se verificarán durante la dinámica. Utilizando este tipo de procedimiento se ha

logrado construir mapas de probabilidad que permiten determinar los aminoácidos con mayor probabilidad de pertenecer

a la interfaz de oligomerización [31].

Resultados, análisis y discusión

A continuación se detallan y discuten los resultados obtenidos según los objetivos específicos planteados en el proyecto:

1) Analizar por mutagénesis dirigida y ensayos funcionales, el rol de aminoácidos de UreA que se predice que forman parte

del sitio de interacción con el sustrato, seleccionados en base al modelado tridimensional de UreA.

El análisis mutacional de los aminoácidos W82, W84 y N279 permitió confirmar la hipótesis de que éstos cumplen un rol en

la interacción y/o selectividad por el sustrato, validando a su vez, que la región en donde éstos se encuentran

comprendería el sitio de unión al sustrato de UreA. Los ensayos de crecimiento en placa (en urea y 2-tiourea) de los

distintos mutantes generados mostraron fenotipos de pérdida de función en algunos casos, y en otros, fenotipos de

crecimiento intermedios entre la cepa salvaje y una cepa que carece del transportador (cepa delta_ureA). Esto indicaría

diferencias de afinidad por los distintos sustratos analizados. La localización subcelular de las versiones mutantes de

UreA-GFP generadas, fue similar a la versión salvaje del transportador (i.e. membrana plásmatica), indicando que las

mutaciones generadas estaban afectando la cinética/funcionalidad del transportador, y no la topología/estructura del

mismo (en este caso debería de observarse retención de las proteínas mutantes en el RE, lo cual no fue observado).

Asimismo se observó, por Western blot, que las proteínas mutantes no presentaron diferencias significativas en los

niveles de proteína sintetizada, en comparación con wt. Estos resultados confirman que la diferencia en la funcionalidad

del transportador observado en placa, se debe a de las mutaciones en sí y no a una disminución de la síntesis proteica y/o

a un defecto en la localización subcelular. Para determinar el efecto de las mutaciones generadas en la afinidad por los

distintos ligandos de UreA (urea, 2-tiourea y acetamida) y la velocidad de transporte se realizaron ensayos de cinética de

transporte con urea radioactiva.  Los mismos confirmaron el  rol  de los aminoácidos en estudio,  en la

interacción/selectividad por el sustrato. En todos los casos se observaron cambios en la afinidad por los distintos ligandos

y diferencias en la velocidad de transporte (15 – 70% con respecto a la cepa salvaje). 

Los resultados obtenidos, llevaron a analizar más en profundidad, el posible sitio de unión al sustrato del transportador, a

través del análisis de los modelos de UreA previamente generados [2] (esto fue realizado por el Dr. Sergio Pantano). Esto

permitió identificar un nuevo aminoácido candidato a interaccionar con los sustratos de UreA, la T282. En base a esto, se

procedió de la misma manera que para el análsis de los aminoácidos previamente mencionados, y se verificó el rol de la

T282 en la interacción/selectividad por el sustrato. Esto permitió validar, que la región en donde se encuentran los

aminoácidos analizados comprendería el sitio de unión al sustrato de UreA. 

2) Analizar el rol de los "loops" extracelular 3 e intracelular 7, a través de la generación de mutantes que porten deleciones

parciales de los mismos, en la estructura/función de UreA.

En el caso de las deleciones parciales de los “loops” en cuestión, la mayoría de los mutantes presentaron un fenotipo en

placa de pérdida de función (i.e. presentando un crecimiento residual en urea y resistencia a la 2-tiourea, al igual que la

cepa delta_ureA). La localización subcelular de los mismos reveló que se encontraban principalmente retenidos en el RE,

algo característico de proteínas que poseen afectada su topología/estructura. Esto reveló que el largo de los “loops” es

clave para la correcta determinación estructural del transportador. Cabe destacar, que en el caso de la deleción parcial

UreA_Delta_546-555, se observó un fenotipo similar a la cepa salvaje, tanto en placa cómo en localización subcelular. En

base a los resultados obtenidos se generaron las deleciones parciales UreA_Delta_238-247 y UreA_Delta_568-575. En el

caso de la primera, ésta presento un fenotipo similar a las anteriores (i.e. pérdida de función y retención en el RE), y en el

caso de la segunda, se observó un fenotipo similar a una versión salvaje de UreA. En lo que respecta a la síntesis proteica

de estas versiones mutantes, se observó que aquellas que presentaron un fenotipo de pérdida de función, presentaron una

menor cantidad de proteína sintetizada. Probablemente esto se deba a la inestablidad estructural de las proteínas

mutantes, las cuales provocan su degradación por mecanismos de control de calidad que operan en el RE. En el caso de

las versiones que presentaron un fenotipo similar a UreA-GFP salvaje, se observó una mayor cantidad de proteína
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sintetizada, problablemente, producto de una mayor estabilidad de la proteína mutada. Los ensayos de cinética de

transporte revelaron que los mutantes que presentaron un fenotipo similar a la cepa salvaje, presentaron diferencias en la

actividad de transporte. Se destaca el mutante UreA_Delta_546-555 el cual presentó una mayor velocidad de transporte

que la cepa salvaje (130%) y una disminución de la afinidad por la 2-tiourea. En el caso del mutante UreA_Delta_568-575,

este presentó una velocidad de transporte reducida con respecto a la cepa salvaje (85%), y una disminución considerable

de la afinidad por la urea y 2-tiourea. 

Ya que la mayoría de las deleciones parciales presentaron un fenotipo que dificultaba determinar el rol de los mismos en la

funcionalidad del transportador (i.e. la mayoría de las deleciones provocaron retención en el RE y una disminución de la

síntesis de UreA), se procedió a mutar aminoácidos que se encontraban conservados en los “loops” en cuestión. En

particular los aminoácidos S235, S265 (localizados en el “loop” extracelular 3” y la D530 (localizada en el “loop”

intracelular 7) se encontraban conservados en todos los transportadores de urea de hongos y plantas caracterizados

hasta el momento (y no conservados en transportadores de otros sustratos, de función establecida, pertenecientes a la

familia SSS).

Mediante mutagénesis sitio dirigida se generaron los mutantes S235A, S265A y D530A. El análisis de los mismos identificó

un comportamiento similar a UreA-GFP salvaje en los análisis de crecimiento en placa, localización subcelular y niveles

de síntesis proteica. No obstante, se observaron diferencias en la actividad de transporte con respecto a la cepa salvaje,

observándose tanto una disminución de la velocidad de transporte (53-68%), como en la afinidad por la urea y 2-tiourea. 

Estos resultados validan la hipótesis de que los “loops” extracelulares 3 e intracelular 7, poseen un rol estructural y

funcional en UreA.

3) Determinar si UreA es capaz de formar oligómeros in vivo y, de forma complementaria, predecir mediante el uso de

simulaciones moleculares esta oligomerización y las posibles superficies de interacción entre monómeros.

Se generaron las cepas necesarias para realizar los ensayos de BiFC (i.e. cepa que co-exprese UreA-YFP-N/UreA/YFP-C,

cepa que exprese solo UreA-YFP-N y cepa que exprese solamente UreA-YFP-C, estos 2 últimas como control negativo).

Inicialmente se intentó expresar las fusiones en cuestión utilzando el promotor endógeno de ureA, pero la señal de

fluorescencia detectada en los ensayos de BiFC fue muy tenue, por lo que optó por la sobreexpresión de las fusiones

involucradas mediante el uso del promotor del gen alcA de A. nidulans (inducible por etanol) [32]. A partir de esta

modificación, fue posible detectar señal de BiFC, indicando que UreA sería capaz de oligomerizar. Para validar este

resultado, se planteó el ensayo de co-inmunoprecipitación (mencionado anteriormente), para el cual se logró generar la

cepa necesaria para su realización (cepa que co-exprese UreA-GFP y 3HA-UreA). Una vez confirmada la oligomerización

a través de ensayos de co-inmunoprecipitación se buscará mediante simulaciones moleculares superficies de interacción

entre monómeros de UreA.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados obtenidos en este proyecto permitieron verificar el posible sitio de unión al sustrato en UreA, así como los

aminoácidos que participan de esta unión/selectividad por el sustrato. Por otra parte se pudo determinar un rol

estructural y funcional de los “loops” extracelulares 3 e intracelular 7. Finalmente, en lo que respecta a la oligomerización

del transportador, más allá de que debemos validar los resultados obtenidos, hemos encontrado evidencia de que UreA

oligomerizaría. Si esto se confirma, estaríamos incluyendo a UreA dentro de los transportadores que se ha determinado

que oligomerizan, aportando entonces otra proteína modelo para el estudio del rol de la oligomerización en

transportadores eucariotas. A futuro buscaremos identificar el rol de la misma en la actividad de transporte. 

Por todo lo anteriormente mencionado, creemos que los resultados obtenidos en este proyecto contribuyen al conocimiento

de la relación estructura/función de transportadores de hongos y plantas, así como en la determinación de la especificidad

de transportadores en general. 
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