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1. INTRODUCCION

1.1. Entamoeba histolytica y amibiasis

1.1.1. Amibiasis como problema de salud publica

Las enfermedades gastrointestinales siguen representando un problema de salud
publica en todo el mundo. Los problemas causados por la amibiasis son un ejemplo de
ello. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la amibiasis se define
como una situacién en la que el parasito Entamoeba histolytica se encuentra presente en
un hospedero, con o sin manifestaciones clinicas. Albergado en el intestino grueso, el
parésito tiene la capacidad de afectar a su portador, causandole desde molestias
gastrointestinales, distension abdominal, pérdida de peso y diarreas acuosas, hasta una
disenteria fulminante (caracterizada por evacuaciones liquidas muco-sanguinolentas), una
colitis amibiana y, en el peor de los casos, un absceso hepatico amibiano (que puede
conducir a la muerte).

Aunque la amibiasis tiene una distribucion cosmopolita, predomina en regiones
tropicales, como el Oeste y Sudeste de Africa, el Centro y Sur de América, y el Centro de
Asia. Especialmente en paises en vias de desarrollo, donde los servicios publicos y las
condiciones de higiene son carentes. A nivel mundial, la amibiasis se ubica el tercer lugar
de las parasitosis mas importantes. Algunos reportes indican que el 10% de la poblacién
mundial es portador de alguna especie de Entamoeba; sin embargo, se estima que sdlo el

1% pudiera estar infectado con E. histolytica, ya que 9 de cada 10 portadores no
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presentan sintomas, haciendo mas dificil su deteccion y tratamiento [Ximeénez, et al.,
2007].

México se considera un pais endémico de amibiasis, estimandose que mas del 5%
de la poblacion se infecta con el parasito cada dos afios; ademés, estudios sero-
epidemioldgicos indicaron que el 8.4% de la poblacién mexicana ha desarrollado
anticuerpos anti-amibianos, evidenciando la prevalencia de la infeccion [Ximénez, et al.,
2007]. A pesar del descenso en la taza de morbi-mortalidad de las enfermedades
diarreicas en paises subdesarrollados, en nuestro pais la amibiasis sigue ubicandose
dentro de las primeras veinte causas de morbilidad en la poblacion.

Interesantemente, la amibiasis y su agente causal siguen siendo objeto de estudio
en paises desarrollados y en vias de desarrollo. Ademas de la inquietud cientifica que
despierta el parasito como modelo de célula eucariota no convencional, la obtencion de
conocimiento que permita comprender su estilo de vida parasitario y sus mecanismos de
infeccion orientara los esfuerzos hacia la busqueda y desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas. Por otro lado, en paises como el nuestro es imperante un cambio en el
panorama socioeconémico, el cual conlleve a una mejora en las condiciones de salud y

habitos de higiene de la poblacion mas desfavorecida y susceptible a la infeccion.

1.1.2. E. histolytica y ciclo biolégico

El género Entamoeba esta formado por organismos eucariotas unicelulares,
conocidos coloquialmente como amibas. Como agentes causales de amibiasis en
humanos se consideran las especies histolytica, dispar y moshkovskii. Morfoldgicamente,

las tres especies son indistinguibles y, aunque pueden colonizar el intestino humano,
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unicamente E. histolytica tiene capacidad de producir dafio a su hospedero. Cabe resaltar
que el humano es el Gnico hospedero conocido para E. histolytica y E. dispar; ademas, se
han reportado pocos casos de infecciones con E. moshkovskii (amiba de vida libre)
[Ximénez, et al., 2007].

E. histolytica es un organismo eucaridtico unicelular atipico, caracterizado por
presentar un citoplasma simple, carente de organelos y de algunas estructuras sub-
celulares tipicas. Se han reportado genes mitocondriales y la presencia de mitosomas; sin
embargo, no hay evidencia de la presencia del organelo como tal [Morf y Singh, 2012].
Ademas, a pesar de ser un organismo con una gran actividad secretora, tampoco se ha
reportado la presencia de compartimientos endo-membranosos tipicos, tales como el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.

Durante su ciclo de vida, el parésito adopta dos estadios estables: quiste (forma
infecciosa) y trofozoito (forma invasiva). El quiste tetra-nucleado (8-20 um) tiene una
estructura circular, inmdvil, con una pared muy rigida, compuesta principalmente por
quitina. Este estadio es eliminado en las heces de individuos con la parasitosis y es la
forma transmisible (a través de bebidas y alimentos contaminados). Los quistes son
sumamente resistentes a las condiciones del medio ambiente, ya que pueden sobrevivir
durante 8 dias en las heces a temperatura de congelacion y soportar bajas concentraciones
de cloro [Ximénez, et al.,, 2007]. El trofozoito mono-nucleado (15 y 20 pm) es
pleomorfico y movil, con proyecciones citoplasmicas denominadas pseudopodos. Este
estadio se establece principalmente en el colon; sin embargo, en infecciones severas

puede perforar el intestino e invadir otros organos, siendo el higado el méas afectado.
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Algunas veces pueden ser eliminados en
las heces, pero resisten viables durante

pocas horas fuera del hospedero, lo que

dificulta su observacion microscépica.

Multiplicacion

Como se esquematiza en la Figura 4
Quistes ‘,
: : - . g-’; :
1, el ciclo de vida del parasito comienza - R
;{:\ME@I Trofozoitos
\-'._f
con la ingestion del quiste tetra-nucleado a g
. . . 9, 9
traves de alimentos o  bebidas X~ G

contaminados; enseguida, éste recorre el

m Colonizacién no invasiva
A - Forma infectante = Enfermedad intestinal

tracto digestivo hasta llegar al intestino L [3 - erterrstad extrintestion

delgado, donde (por accién del pH Figura 1. Representacién esquematica del ciclo de
vida de Entamoeba histolytica.

alcalino) inicia el proceso de [Tomado de la pagina web del centro para el control y
prevencion de enfermedades de E.U.A, 2009.]

desenquistamiento. Interesantemente,

después de una divisién nuclear y una segregacion citoplasmica, se liberan ocho
trofozoitos mono-nucleares al ileon. Casi inmediatamente, los trofozoitos se adhieren al
epitelio intestinal (mediante el reconocimiento de residuos de carbohidratos, presentes en
la pared del colon), se empiezan a multiplicar (por fision binaria), y se alimentan de
restos celulares y bacterias (mediante fagocitosis), ocasionando la amibiasis intestinal
[Willson, et al. 2012]. En aproximadamente 10 a 25 % de los casos, los trofozoitos
erosionan la pared intestinal, ocasionando colitis amibiana, aumentando el riesgo de
convertirse en amibiasis extra-intestinal [Ralston y Petri, 2011].

El ciclo de vida se cierra cuando los trofozoitos inician el proceso de

enquistamiento, pasando por el estadio de metaquiste y, finalmente, apareciendo como

15



quistes inmoviles en las heces, permaneciendo viables hasta 8 dias a 25 °C o hasta 30

dias a 10 °C [Ximénez, et al. 2007].

1.1.3. Patogenia celular y molecular de la amibiasis

En su mayoria, los pacientes infectados con E. histolytica permanecen
asintomaticos. Sin embargo, cuando la amibiasis es invasiva, es responsable de sintomas
entéricos que van desde una disenteria hasta una grave colitis [Salles, et al., 2007]; en los
casos de amibiasis extra-intestinal, el cuadro clinico empeora y puede ser fatal cuando no
se detecta a tiempo. Algunos estudios han sugerido la existencia de factores genéticos,
tanto del hospedero como del parésito, y medioambientales que condicionan las
diferencias clinicas inter-individuales [Morf y Singh, 2012].

La patogenicidad de E. histolytica es atribuida a su capacidad de producir
distintos factores de virulencia, algunos de los cuales estdn ausentes en E. dispar, entre
los que figuran: la lectina de union a galactosa y N-acetilgalactosamina (Gal/GalNAc),
los amibaporos, las cisteina proteinasas (CP), y la peroxirredoxina.

Lectina de unién a galactosa y N-acetilgalactosamina. Es un heterodimero
consistente de una cadena pesada (hgl, 170 kDa) y una ligera (lgl, 31-35 kDa) unidas por
un enlace disulfuro [Ralston y Petri, 2011]. La lectina Gal/GalNAc esté involucrada en el
primer contacto de la amiba con el hospedero, pues participa en la unién entre el
trofozoito y la mucosa del colon [Vats, et al. 2005]. La cadena hgl reconoce residuos de
carbohidratos, especificamente galactosa y N-acetilgalactosamina, presentes en la
superficie de las celulas del colon, permitiéndole el anclaje [Huston, 2004]. También

participa en la adhesion a bacterias, permitiendo que se lleve a cabo la citolisis [Wilson,
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et al., 2012]. Aln més, esta lectina tiene similitud con el antigeno CD59 humano, lo que
permite a la amiba inhibir la formacién del complejo C5b-C9 del complemento
[Ximénez, et al., 2007].

Amibaporos. Son péptidos que participan en la formacion de poros en membranas
de bacterias ingeridas o en las células del hospedero, lo que eventualmente llevara a una
citdlisis osmética [Huston, 2004]. Para que se lleve a cabo la formacion del poro, no es
necesario un contacto célula-célula, es suficiente la cercania del trofozoito con su célula
blanco [Wilson, et al., 2012]. Ademas, se ha observado que muestran accion bactericida
sobre gram positivas y efectos citotdxicos en células eucariotas [Ralston y Petri, 2011].

Cisteina proteinasas. Una vez establecidos en colon, el trofozoito se abre paso
desde la mucina hasta las células epiteliales y el torrente sanguineo. Para tal proposito, el
parasito cuenta con una familia de cisteina proteinasas (CP) que poseen la capacidad de
degradar componentes de la matriz extracelular, tal como la elastina, el colageno, y la
fibronectina [Salles, et al., 2007]. Cuando las CP son secretadas se bloquea la
polimerizacion de MUC2, el principal componente de la mucina del colon humano,
facilitando el acceso de la amiba al epitelio del hospedero [Wilson, et al., 2012]. Se han
identificado mas de 40 genes codificantes para CP en el genoma de E. histolytica, aunque
su virulencia ha sido asociada principalmente a dos proteinasas: EhCP1 y EhCP5
[Huston, 2004]. Ademas, se ha observado que las CP pueden degradar tanto las
anafilotoxinas C3a y C5a como las inmunoglobulinas IgA e 1gG humanas, impidiendo la
opsonizacion del trofozoito [ Ximénez, et al., 2007].

Peroxirredoxina. Al incorporarse a la circulacion sanguinea, el ambiente rico en

oxigeno somete al trofozoito a un estrés oxidativo; ademas, algunas células del sistema
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inmunoldgico responden a la invasion de E. histolytica mediante la liberacion de dxido
nitrico y especies reactivas de oxigeno [Wilson, et al., 2012]. Para sobrevivir, la amiba ha
desarrollado algunos mecanismos de evasion del estrés oxidativo, donde figura la
produccion de una peroxirredoxina de 29 kDa (Ehp29), la cual se localiza en la superficie
celular, co-localizada con la lectina Gal/GalNAc, y es capaz de reducir H,O, a H,0O

[Nandi, et al., 2010; Wilson el al., 2012].

1.1.4. Diagndstico y tratamiento de la amibiasis

En paises no desarrollados, la busqueda de quistes (mediante el examen
microscopico) ha sido el método maés rapido, sencillo y econémico para la deteccion de
E. histolytica en heces de humanos. Desafortunadamente, el método microscopico
presenta muchas limitaciones: (i) no permite discernir entre quistes de E. histolytica y
dispar, (ii) solo detecta infecciones intestinales, y (iii) se requiere de personal altamente
capacitado. Por lo tanto, estas limitaciones pueden conducir a una prescripcion y un
tratamiento inadecuado, los cuales podrian comprometer el estado de salud del paciente.
Actualmente, el desarrollo y los avances cientifico-tecnoldgicos permiten distinguir entre
E. histolytica y E. dispar mediante técnicas inmunoquimicas o moleculares.

1. Técnicas inmunoquimicas. Se ha reportado que el 70-90 % de los pacientes con
una infeccion sintomatica desarrolla anticuerpos anti-amibianos; sin embargo, en
regiones donde la amibiasis es prevalente, se ha observado que los anticuerpos pueden
permanecer en circulacion hasta 5 afios post-infeccion, siendo ésta la principal limitacion
de las técnicas inmunoquimicas [Haque, et al., 2003]. Por tal motivo, la identificacion

puede ser muy especifica y estrictamente de infecciones recientes si se detectan
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anticuerpos IgM anti-amibianos [Pritt y Clark, 2008]. Por otro lado, el inmunoensayo
(ELISA) para la deteccion de la lectina Gal/GalNac es una prueba diagndstica confiable,
con una especificidad y sensibilidad reportada de 95 y 100%, respectivamente [Ximénez,
et al., 2007]. Ademas, la deteccion del antigeno solamente es posible cuando la infeccion
es reciente [Pritt y Clark, 2008].

2. Técnicas moleculares. Sin lugar a duda, la prueba de PCR es la mas sensible y
especifica de todas las técnicas moleculares. Actualmente, es ampliamente utilizada en la
mayoria de los grupos de investigacion y laboratorios de referencia [Pritt y Clark, 2008].

3. Otras técnicas. Para la deteccién del absceso hepéatico amibiano, la
imagenologia avanzada (como la tomografia axial computarizada, TAC) es el
acercamiento méas favorable para el diagndstico; sin embargo, el ultrasonido ha sido el
procedimiento de mayor eleccion (como resultado de su bajo costo), a pesar de que su
nivel de deteccion especifica es limitada [Ximénez, et al., 2007]. Es importante destacar
que estos procedimientos deben acompafarse de técnicas inmunoquimicas (ELISA) y
moleculares (PCR) para confirmar el origen amibiano.

Una vez confirmada la infeccion es necesario iniciar el tratamiento, incluso en
pacientes asintomaticos, ya que estos representan un riesgo sanitario y la posibilidad de
desarrollar sintomas posteriormente [WHO/PAHO/UNESCO report, 1997; Ximénez, et
al., 2007]. En casos donde se detecte solo la presencia de E. dispar, no debe emplearse
tratamiento farmacoldgico [Pritt y Clark, 2008].

La eleccion del tratamiento varia dependiendo el tipo de infeccion: (i) en casos de
amibiasis intestinal no sintomatica, se recomienda un anti-amibiano luminal, como la

paromomicina, el furoato de diloxanida, o el yodoquinol (diyodohidroxiquinoleina)
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[Ximénez et al., 2007]; en tanto, (ii) para la amibiasis intestinal sintomética y extra-
intestinal, el medicamento de eleccion es el metronidazol (por su eficiente absorcion
intestinal, excelente biodisponibilidad, y buena penetracion a abscesos) [Pritt y Clark,
2008]. Aunque el 90 % de los pacientes reaccionan positivamente a metronidazol, entre
40 y 60 % no elimina por completo la infeccion intestinal, por lo que es recomendable
continuar el tratamiento con un anti-amibiano luminal [Haque, et al., 2003; Pritt y Clark,

2008].

1.2. Biosintesis, plegamiento y secrecion de proteinas en eucariotas

1.2.1. Expresion y biosintesis de proteinas

De forma general, el dogma central de la biologia molecular sigue un flujo de
informacion: ADN > ARN -> Proteina. La biosintesis de una proteina inicia con la
transcripcion de una secuencia de ADN codificante (en el ndcleo), lo cual rendira una
molécula de ARN mensajero (ARNm). Posteriormente, el ARNm sera transportado
(hacia el citosol) y reconocido por el ribosoma. Finalmente, EI ARNm sera decodificado
para obtener una proteina (traduccion).

La biosintesis de proteinas es un mecanismo bioquimico mediante el cual se
incorpora un residuo de amindacido a un polipeptido naciente, cada vez que se reconoce
un codon (tres nucledtidos) en el ARNm que se estd traduciendo. Esta elongacion
continlia hasta que se reconoce un codén de paro (sefial de terminacion). Para mayores
detalles en el mecanismo de biosintesis de proteinas, se recomienda una lectura altamente

especializada [Watson, et al., 2013].

20



1.2.2. Plegamiento de proteinas

Después de que la cadena polipeptidica ha sido obtenida (estructura primaria),
ésta sufre un procesamiento bioquimico (plegamiento) hasta adoptar su estructura
tridimensional nativa (estructura terciaria), la cual es importante para realizar su funcion
bioldgica. Durante el plegamiento, el polipéptido puede experimentar un gran nimero de
conformaciones estructurales; sin embargo, solamente una de ellas es correcta. Algunas
proteinas tienen la capacidad de plegarse por si mismas, incluso durante el proceso de
biosintesis. Sin embargo, la gran mayoria no cumple con este supuesto y requieren la
ayuda de chaperonas moleculares (proteinas encargadas de facilitar el plegamiento
nativo).

1. Plegamiento en el citosol. A pesar de ser un ambiente complejo, el citosol
favorece en gran medida el plegamiento de las proteinas. Una proteina producida en el
citosol debe ser protegida por chaperonas moleculares para evitar su degradacion (por
proteasas circundantes). En algunos casos, las chaperonas moleculares participan en el
plegamiento a través de ciclos de union y liberacion [Young, et al., 2004]. Ademas, el
ambiente reductor del citosol dificulta la formacion de enlaces disulfuro; en
consecuencia, la mayoria de las proteinas citosélicas no los contienen.

2. Plegamiento en el reticulo endoplasmico. Cuando un polipéptido requiere ser
transportado a través de la via de secrecion, los ribosomas citosdlicos son dirigidos hacia
la membrana del RE y el polipétido naciente es translocado hacia el lumen de este
compartimiento. Este mecanismo es favorecido por el reconocimiento de un péptido
sefal, consistente de 15-60 residuos de aminoacidos (con al menos 8 aa. hidrofobicos), en

el extremo amino-terminal del polipéptido naciente [Park y Rapoport, 2012]. En el lumen
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del RE, el polipéptido no plegado es recibido por la chaperona molecular BiP (de la
familia de proteinas Hsp70), la cual evita la agregaciéon y favorece el plegamiento de
proteinas. Adicionalmente, el polipéptido puede sufrir dos modificaciones bioquimicas
importantes para su funcion: (i) la formacion de enlaces disulfuro, la cual es favorecida
por el ambiente altamente oxidativo y la accién catalitica de la oxidorreductasa PDI
(proteina disulfuro isomerasa) [Feige y Hendershot, 2011], vy (ii) la adicion de un bloque
de azucares (N-glicosilacion), catalizada por el complejo oligosacariltransferasa, lo cual
aumenta la solubilidad de la proteina y funciona como sitio de unién para otras dos
chaperonas moleculares: calnexina y calreticulina [Brodsky y Skach, 2011].
Habitualmente, el RE es un compartimiento temporal, ya que muchas proteinas seran
transportadas hacia otros compartimientos o destinos finales (p.e. el aparato de Golgi o el

ambiente extracelular).

1.2.3. Plegasas y chaperonas moleculares

Como es conocido, la mayoria de los polipéptidos no tienen la capacidad de
adquirir su conformacién nativa de forma espontanea y, por lo tanto, requieren la
asistencia de otras proteinas, conocidas como plegasas y chaperonas moleculares [Gupta
y Tuteja, 2011].

En el grupo de las plegasas se encuentran la PDI (proteina disulfuro isomerasa) y
la PPl (peptidil prolil isomerasa), ambas son residentes del RE y encargadas de la
formacion/isomerizacion de enlaces disulfuro y la isomerizacion cis/trans de los enlaces

peptidicos donde participan residuos de prolina, respectivamente, facilitando el
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plegamiento y la estabilidad de la proteina [Maattanen, et al., 2010; Gupta y Tuteja,

2011].

Las chaperonas son un grupo diverso de proteinas que se pueden localizar en

diferentes compartimientos celulares, tales como el citosol, el RE o, incluso, el medio

extracelular [Yerbury, et al., 2005]. Las proteinas HSP (del inglés Heat-Shock Proteins,

expresadas como respuesta al estrés térmico) representan al subgrupo mas ampliamente

estudiado [Hartl, 1996]. BiP (Hsp70), Hsp90 y Hspl104 regulan la sintesis proteica y

evitan que las proteinas correctamente plegadas pierdan su estructura terciaria [Smith, et

al., 1998; Young et al., 2004]. Otro

subgrupo lo integran calnexina vy
calreticulina, ambas lectinas, que se unen a
residuos de oligosacaridos presentes en
polipéptidos no plegados, reteniéndolos en
el RE hasta su plegamiento correcto

[Young, et al., 2004].

1.2.4. Secrecion de proteinas

El plegamiento de una proteina se
inicia desde su produccion en el citosol y
finaliza cuando sale empaquetada del RE
[Brodsky y Skach, 2011]. El trafico de
proteinas, de forma general, ocurre en el

siguiente orden: reticulo endoplasmico -
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Figura 2. Esquematizacion de la via de secrecion
de proteinas.

Iniciando en el RE hacia el cis-golgi, dentro de una
vesicula; posteriormente, se fusiona con este
compartimiento y comienza su maduracion, avanzando
hacia el trans-golgi, donde se distribuye hacia la
membrana plasmatica (secrecién constitutiva), a
vesiculas de secrecién (secrecidn regulada) o a formar
parte de los lisosomas. [Tomado de Alberts, et al.,
2007]
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aparato de Golgi - vesiculas de secrecion > medio extracelular (Figura 2).

En la primera etapa, el polipéptido naciente es translocado hacia el lumen del RE.
En este compartimiento debe ser procesado y plegado; por lo tanto, sélo lo pueden
abandonar aquellas que cumplen con los estdndares de calidad (procesamiento y
plegamiento correcto) [Alberts, et al., 2007]. Para abandonar el RE, las proteinas son
encapsuladas en vesiculas cubiertas por la proteina COPII y transportadas hacia el
aparato de Golgi (compartimiento subcelular consistente de sacos aplanados —cisternas—,
clasificados como cis, medial y trans, en orden creciente de maduracion): las vesiculas
salientes pueden fusionarse entre si o con cisternas cis [Lodish, et al., 2007].

En el complejo de Golgi, las proteinas residentes del RE (que fueron transportadas
en el movimiento vesicular anterégrado) son reconocidas por el receptor ERD2,
encapsuladas en vesiculas cubiertas por la proteina COPI, y mediante un transporte
vesicular retrogado, se asegura de su retorno al RE [Majoul, et al., 2001]. Por otro lado,
cuando las proteinas siguen la via de secrecion (es decir, en transito por el complejo de
Golgi), éstas pueden sufrir algunas modificaciones post-traduccionales: O-glicosilacion y
sulfatacion.

Finalmente, una proteina madura que abandona el aparato de Golgi dentro de una
vesicula, puede ser: (i) transportada de manera continua hacia la membrana plasmatica y
ser liberada hacia el espacio extracelular mediante exocitosis (secrecion constitutiva); o
(if) almacenada y conservada en una vesicula intracelular en espera de una sefial de
liberacion (secrecion regulada). Ademas, algunas proteinas con actividad litica (que

participan en el sistema digestivo celular) se agrupan en una seccion del Golgi y se
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encapsulan en vesiculas altamente especializadas, las cuales posteriormente se fusionaran

y maduraran para formar lisosomas [Lodish, et al., 2007].

1.2.5. Plegamiento de proteinas y patologias en humanos

Existen factores que condicionan el correcto plegamiento de proteinas, algunos
intrinsecos (errores de la transcripcion o traduccidn) y otros extrinsecos (condiciones
medioambientales). Las proteinas no plegadas son reconocidas por mecanismos
intracelulares de control de calidad y generalmente son degradadas, ya sea por proteasas
del RE o por el proteasoma (en el citosol). Sin embargo, cuando la velocidad de
degradacion de una proteina no plegada es superada por su velocidad de formacion, se
favorece la agregacion y formacion de depdsitos proteicos [Yerbury, et al, 2005].

La patologia de muchas enfermedades en humanos se desarrolla por el efecto que
tienen los agregados proteicos en la funcion celular: se consideran téxicos y estimulan la
apoptosis [Brodsky y Skach, 2001; Yerbury, et al., 2005]. Por ejemplo, la osteogénesis
imperfecta es causada por defectos en el plegamiento de la triple a-hélice del colageno
tipo |, originando fragilidad y deformaciones Gseas [Makareeva y Leikin, 2007]. En
enfermedades neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer y Huntington, la
acumulacién de agregados proteicos lleva a la muerte neuronal en regiones especificas
del cerebro [Smith, et al.1998; Young, et al., 2004]. Interesantemente, se ha observado
una disminucién en la produccion de chaperonas moleculares activas, lo cual se ha
asociado a estas condiciones [Merlini, et al., 2011]. Por otro lado, en patologias como el

cancer también se ha observado un aumento en la expresion de chaperonas moleculares
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(BiP) y plegasas (PDI), relacionando la expresion acelerada y excesiva de proteinas con

la capacidad de adhesion y migracion de la célula tumoral [Benham, 2012].

1.3. PDI como proteina multifuncional

1.3.1. PDI de mamiferos como modelo

La proteina disulfuro isomerasa de humano PDI es una enzima de 508 residuos de
aminoacidos, perteneciente a la superfamilia de proteinas parecidas a tiorredoxina (Trx).
Hasta la fecha, la familia PDI de humano estd conformada por 21 polipéptidos, todos
ellos relacionados por contener un dominio estructuralmente parecido a la proteina
bacteriana tiorredoxina (el cual contiene el motivo CXXC, donde XX generalmente
corresponden a residuos de glicina e histidina, respectivamente) [Galligan y Petersen,
2012].

Desde su descubrimiento, las PDI de mamiferos, incluyendo la homdloga de
humano, han sido ampliamente estudiadas, tanto por su multifuncionalidad como por su
relacion con distintas patologias humanas. Estructuralmente, las PDI de mamiferos estan
conformadas por cuatro dominios Trx (dos dominios funcionalmente activos, a y a’; y
dos inactivos, b y b’) y un dominio ¢ (localizado en el extremo C-terminal), rico en
residuos acidos seguidos de la secuencia KDEL (para la retencion en el RE) [Kersteen y
Raines, 2003; Galligan y Petersen 2012]. En su estructura tridimensional, la organizacion
de los dominios (a, b, b’, a’ y ¢) forman una estructura tipo U, donde los dominios activos

se ubican uno frente al otro [Heras, et al., 2007].
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Las PDI de mamiferos participan en el plegamiento de proteinas mediante la
formacion, ruptura y rearreglo de enlaces disulfuro, esto es posible gracias a su
participacién como oxidorreductasa en la oxidacion de grupos tiol y la isomerizacion de
enlaces disulfuro. Ademas, algunas enzimas PDI exhiben actividad como chaperona
molecular independiente de su actividad oxidorreductasa [Fu y Zhu, 2010]; o bien,
pueden participar como subunidades estructurales de complejos proteicos (p.e., la
proteina microsomal para transferencia de triglicéridos — MTP, la prolil 4-hidroxilasa —
P4H, o la proteina de unién a hormonas tiroideas y estrogenos) [Fu, et al., 2011; Hashida,
et al., 2011; Galligan y Petersen, 2012]. Por otro lado, PDI ha sido relacionada con los
mecanismos de respuesta a proteinas no plegadas (UPR, Unfolded Protein Response)
[Toldo, et al., 2011] y de degradacion proteica asociada al reticulo endoplasmico (ERAD,

ER-Associated Protein Degradation) [Maattanen, et al., 2010].

1.3.2. PDI como ditiol/disulfuro oxidorreductasa

Se estima que una tercera parte de las proteinas eucari6ticas requieren la
formacion de enlaces disulfuro para adquirir su conformacién nativa [Galligan y
Petersen, 2012], lo cual sugiere que éstos juegan un papel importante en la funcion
proteica. Aunque algunas proteinas pueden adquirir su forma nativa de manera
espontanea, en condiciones oxidorreductoras favorables, la mayoria requiere de la
asistencia de una enzima para acelerar la formacién y rearreglo de enlaces disulfuro: la
PDI [Hatahet y Ruddock, 2009]. Dependiendo de las condiciones oxidorreductoras del

medio ambiente, la PDI puede actuar como oxidasa 0 como isomerasa.
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Actividad Oxidasa. La formacion de enlaces disulfuro es un proceso que puede
Ilevarse a cabo de forma espontanea, ya sea correcta o incorrectamente, aunque de forma
muy lenta. Por su naturaleza covalente, tienen un efecto importante en la reduccion de la
entropia de la proteina no plegada [Feige y Hendershot, 2011]. En su funcion como
oxidasa, la PDI se encarga de acelerar la velocidad de formacion de los enlaces disulfuro
en el ambiente oxidante del RE (tanto intra- como inter-moleculares); esta catalisis
depende de la presencia del motivo CXXC en los dominios Trx activos [Ferrari y Soling,
1999]; donde los residuos de cisteina alternan entre la forma reducida y oxidada durante
su ciclo catalitico [Hatahet y Ruddock, 2009]. Ademas, la mutacion del residuo de
cisteina localizado en el N-terminal del motivo catalitico conduce a una pérdida de la
actividad oxidasa, debido primordialmente a que este residuo es altamente reactivo al pH
fisioldgico [Kersteen y Raines, 2003].

Actividad Isomerasa. Usualmente, una proteina posee una sola combinacion de
enlaces disulfuro y tioles libres en su conformacion nativa [Hatahet y Ruddock, 2009]. Se
ha observado que la oxidacion de los grupos tiol de los residuos de cisteina ocurre
conforme el polipéptido naciente ingresa al lumen del RE, tanto de forma espontanea
como por la actividad oxidasa de la PDI [Feige y Hendershot, 2011]. Esto es, si
conformacionalmente un par de residuos de cisteina se ubican uno cercano al otro, la
probabilidad de formar un enlace disulfuro incorrecto aumenta, favoreciendo una
conformacion terciaria alterada. Ante esta posibilidad, la PDI exhibe una actividad
isomerasa (una combinacién de sus actividades reductasa y oxidasa), la cual cataliza el
rearreglo de los enlaces disulfuro incorrectos y, por ende, asiste a la adopcion de la

estructura nativa de la proteina.
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Existen dos posibles mecanismos de isomerizacion de enlaces disulfuro. Uno
establece que la isomerizacion se lleva a cabo mediante dos reacciones acopladas de
reduccion y reoxidacion independientes [Mamathambika y Bardwell, 2008]. Otro apoya
un proceso de isomerizacion directa, donde se requiere de la formacién un ion tiolato, en
el grupo R del residuo de cisteina localizado en la posicion N-terminal del motivo
CXXC, el cual (mediante un ataque nucleofilico) forma un intermediario S-S con el
sustrato, desencadenando una serie de cambios conformacionales que permiten al sustrato
adoptar su conformacion nativa [Kresteen y Raines, 2003].

Por otra parte, cabe mencionar que los dominios Trx no activos también
participan en la isomerizacion, presumiblemente mediante el reconocimiento del sustrato

no plegado correctamente [Byrne, et al., 2009].

1.3.3. PDI como chaperona molecular

Adicionalmente a su funcién como oxidorreductasa, la PDI exhibe actividad como
chaperona molecular. Como se comentd anteriormente, los dominios Trx inactivos
participan en la unidn a sustratos; ademds, cabe destacar que esta actividad es
independiente de la funcion enzimatica [Quan, et al., 1995] y que los sustratos pueden o
no contener enlaces disulfuro [Cai, et al., 1994].

Una de las evidencias mas claras de la funcion de PDI como chaperona molecular
es su capacidad de asociarse con otras chaperonas, tal como calreticulina, calnexina, y
BiP [Benham, 2012]. Ademaés, estd bien documentado que funciona adecuadamente
como subunidad de otros complejos, como la prolil-4-hidroxilasa, donde es requerida

para evitar la agregacion de las subunidades o de la enzima [Vuori et al, 1992].
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Figura 3. Representacidn esquematica de la proteina EhPDI p38.

Se muestran los dominios tiorredoxina (Trx) N- y C-terminal, sefialando la posicién especifica de
los motivos CGHC en cada dominio. Ademas en el extremo N-terminal aparece el péptido sefial y
en el C-terminal el dominio D. Esquema realizado utilizando el software DOG 1.0.

1.3.4. PDI de Entamoeba histolytica

La primera evidencia molecular de una proteina PDI de E. histolytica fue
reportada en el afio 2000 [Ramos y Alagén, 2000]. Posteriormente, se demostro que el
homélogo amibiano exhibe actividad oxidasa in vivo, utilizando a la bacteria E. coli
como un modelo heter6logo [Ramos, et al., 2005]. En otro estudio, basado en un analisis
in silico, se demostré que E. histolytica contiene una familia PDI compuesta de 11
miembros, de los cuales al menos seis deberian exhibir actividad de oxidorreductora
[Ramos, et al., 2008]. Aunque el tamafo y la composicion de dominios es variable, todos
los homdlogos PDI amibianos contienen al menos un dominio Trx activo [Ramos, et al.,
2008].

Por su alto nivel de expresion en el estadio de trofozoito, la proteina amibiana PDI
de 38 kDa (EhPDI p38) ha sido objeto de estudio tanto para la actividad oxidorreductasa
como para la funcion como chaperona molecular [Ramos, et al., 2005; Mares, et al.,
2009; Ramos et al., 2011]. EhPDI p38 posee dos dominios Trx activos (N-y C-Trx) y un
dominio D (Erp29c) (Figura 3). Intrigantemente, no posee la sefial de retencion en el RE
(K/HDEL), sugiriendo la existencia de un mecanismo alterno de retencion [Ramos, et al.,
2005].
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Los estudios in vivo han demostrado que el residuo de cisteina localizado en el N-
terminal del motivo CXXC de cada domino Trx es importante para el replegamiento
oxidativo de la fosfatasa alcalina [Mares et al., 2009]. Por otro lado, estudios de
complementacion funcional de la mutante letal APDI1 de la levadura Saccharomyces
cerevisiae demostraron que EhPDI p38 tiene la capacidad de rescatar el fenotipo letal
[Mares RE, Tesis Doctoral, 2009]. También se ha demostrado en distintos estudios in
vitro que la enzima EhPDI p38 exhibe las actividades reductasa, oxidasa e isomerasa
utilizando a insulina, lisozima y ribonucleasa como sustratos; de igual manera se
determind su funcién como chaperona molecular [Ramos, et al., 2011].

Hasta el momento, poco se conoce sobre la actividad isomerasa in vivo de la
enzima EhPDI p38 y su papel frente a sustratos homologos (amibianos). Ademas, esta
proteina ha sido considerada como un blanco farmacolégico prometedor, principalmente
por su importancia en el plegamiento de proteinas y su participacién en la formacion y
rearreglo de los enlaces disulfuro. Esto es, si se priva al parasito de algunas proteinas o
factores de virulencia esenciales, que dependan del correcto plegamiento oxidativo para
adoptar adecuadamente su conformacion nativa, se lograra alterar el estilo de vida del

patdgeno y se evitara la infeccion [Mares, et al., 2009; Ramos, et al., 2011].

1.4. Escherichia coli como modelo para el estudio del plegamiento de proteinas

1.4.1. E. coli: un procariota modelo
Escherichia coli es un bacilo gram negativo, pertenece a la familia

Enterobacteriaceae y es un habitante natural del intestino humano. Probablemente es el
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organismo mejor conocido, tanto a nivel genético-molecular como bioguimico-funcional
[Mori, 2001]. Ademas, su genoma (4.6 x 10° pb) ha sido secuenciado completamente
[Blattner, et al., 1997].

Por otra parte, E. coli es facil de mantener en cultivo, es capaz de crecer tanto en
condiciones aerdbicas como anaerdbicas y se duplica en aproximadamente 20 min (a 37
°C). Asimismo, su manipulacion genética es sencilla, por lo que la seleccién, aislamiento
y mantenimiento de mutantes es simple; ain mas, muchos protocolos de laboratorio han
sido establecidos utilizandola como referencia. En consecuencia, la bacteria E. coli es
considerada como un organismo modelo para el estudio de diferentes procesos
bioldgicos, tal como la expresién, plegamiento y secrecion de proteinas [Choi y Lee,

2004; De Marco, 2009].

1.4.2. Compartimientos celulares y el plegamiento de proteinas

A diferencia de una célula eucariota, las procariotas poseen un citoplasma mucho
mas simple. La biosintesis de proteinas sucede principalmente en el citosol, Gnico
compartimiento bacteriano; sin embargo, su ambiente reductor dificulta el plegamiento
oxidativo que algunas proteinas. E. coli soluciona este problema exportando esas
proteinas al periplasma (compartimiento localizado entre las membranas interna y externa
de bacterias gram negativas), donde predomina un ambiente oxidante [Choi y Lee, 2004;
De Marco, 2009].

Por sus caracteristicas como procariota modelo, E. coli es ampliamente utilizada
en la produccién de distintas proteinas, incluidas proteinas de organismos eucariotas que

requieren de un ambiente oxidante para su plegamiento correcto. Cuando esto es
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requerido, se debe colocar una sefial de exportacién en la proteina recombinante para
asegurar su localizacion periplasmica y favorecer su plegamiento oxidativo [De Marco,
2009]. En algunos casos, se ha observado que la co-expresion de chaperonas y plegasas,
tanto peripldsmicas como citosolicas, contribuyen al plegamiento exitoso de la proteina

recombinante [Fahnert, 2012].

1.4.3. Maquinaria de plegamiento de proteinas

Citosol. Cuatro chaperonas son indispensables para el plegamiento de proteinas en
el citosol: DnaK, DnalJ, GroEL y GroES [Houry, 2001]. Cuando se han sintetizado
aproximadamente 50 aminoé&cidos de la proteina, las chaperonas DnaK y Dnal son las
primeras en unirse a ella impidiendo que se pliegue abruptamente [Kim, et al., 2002]. Si
el complejo DnaK/Dnal no logra plegarla completamente, el polipéptido recién
sintetizado es enviado al complejo GroEL/GroES [Madan et al., 2008]. Se estima que
aproximadamente 85 proteinas son sustratos obligados del complejo GroEL/GroES, de
las cuales 13 son esenciales para la bacteria [Kerner, et al., 2005].

Existen otras chaperonas moleculares (tipo Hsp) que permiten el replegamiento de
proteinas que, en respuesta a estrés, han sido desplegadas. Un ejemplo de éstas es la
proteina ClpB, homologa de Hsp100 [Schlieker, et al., 2002].

Periplasma. En bacterias gram negativas, como E. coli, varias proteinas tienen
actividad en el espacio periplasmico, por lo que deben ser translocadas a través de la
membrana interna para llegar a este compartimiento. La translocacion proteica es un
proceso co-traduccional que requiere de la asistencia de chaperonas y plegasas

periplasmicas [Sklar, et al., 2007]. Proteinas como SurA, Skp y DegP son chaperonas
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periplasmicas relacionadas con el plegamiento y ensamblaje de proteinas de membrana
externa, evitando la formacion de agregados y promoviendo el plegamiento proteico
[Sklar, et al., 2007; Weski y Ehrmann, 2012].

Adicionalmente, se han identificado algunas plegasas periplasmicas que aceleran
la velocidad de plegamiento. El grupo de plegasas periplasmicas mas abundante es la
familia de proteinas Dsb, que participan en la oxidacion y rearreglo de enlaces disulfuro
[Weski y Ehrmann, 2012]. En E. coli, aproximadamente 300 proteinas que contienen
multiples residuos de cisteina son secretadas al periplasma, todas ellas son sustratos
potenciales para la enzimas Dsh. A pesar de su importancia funcional, éstas no son
esenciales para la viabilidad; sin embargo, las mutantes exhiben una diversa variedad de
fenotipos [Kadokura y Beckwith, 2010]. A diferencia de la familia PDI, las proteinas Dsb
bacterianas (denominadas DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, DsbG) son oxidorreductasas que
participan independientemente en reacciones de oxidacion, reduccién e isomerizacion;

inclusive algunas con actividad chaperona [Inaba, 2009; Kadokura y Beckwith, 2010].

1.4.4. DsbA como disulfuro oxidasa

DsbA es una proteina periplasmica, monomérica y soluble, de 21 kDa
[Mamathambika y Bardwell, 2008]. Pertenece a la superfamilia de las tiorredoxinas y
posee un dominio activo caracterizado por el motivo estructural CPHC [Kadokura y
Beckwith, 2010]. Estructuralmente, el dominio Trx contiene un motivo ‘Baf’ (N-
terminal) ligado a otro ‘Bpa’ (C-terminal) por un dominio a-helicoidal (cuatro a-hélices),
el cudl protege a los residuos de cisteina del sitio activo (evitando su reduccion)

[Kadokura y Beckwith, 2010].
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La principal actividad enzimatica de DsbA es actuar como oxidasa; esto es,
cataliza la formacién de enlaces disulfuro entre los grupos tioles libres de dos residuos de
cisteina consecutivos en una proteina. Para llevar a cabo esta funcién requiere que el
motivo CPHC se encuentre en su estado oxidado. Durante la oxidacion, el sitio activo se
reduce; sin embargo, éste se regenera gracias a la transferencia de electrones a la proteina
integral de DsbB, la cual a su vez los cede a la cadena respiratoria [De Marco, 2009]. A
pesar de ser un mecanismo eficiente, DsbA comete errores durante la formacion de
enlaces disulfuro (apareamiento incorrecto de residuos de cisteina); ademas, es
ineficiente como isomerasa, lo cual
le impide corregir esos errores

[Bessette, et al., 2001].

Aunque habitualmente  los Figura 4. Mecanismo propuesto de oxidacion por DshA

. para la formacidn de enlaces disulfuro.
enlaces disulfuro favorecen la
Inicialmente se forma un intermediario entre la oxidasa y la
proteina reducida. Una cisteina libre de la proteina ataca al
complejo, formando un nuevo enlace disulfuro en el sustrato y
liberando a DsbA en su forma reducida [Kadokura y Beckwith,

oxidada de DsbA es mas inestable 2010].

estabilidad de proteinas, la forma

que la forma reducida, lo que le

permite reaccionar rapidamente con proteinas no plegadas y reducidas. La reaccion inicia
con el reconocimiento del sustrato: DsbA se une a éstos mediante interacciones
hidrofobicas, especificamente de proteinas parcialmente plegadas, de manera similar a la
funcion de las chaperonas, lo cual explica por qué es un mejor oxidante que moléculas
pequefias (como el glutation oxidado) [Raina y Missiakas, 1997]. Ademas, el pKa del
residuo N-terminal de cisteina es cercano a 3.0 y su potencial redox es aproximadamente

-120 mV [Mamathambika y Bardwell, 2008; Kadokura y Beckwith, 2010].

35



Como se observa en la Figura 4, la catélisis del enlace disulfuro se lleva a cabo en
dos pasos: Primero, se forma un enlace disulfuro intermediario inestable entre DsbA y el
sustrato [Kadokura y Beckwith, 2010]; después, un grupo tiol (-SH) libre del sustrato
ataca al enlace intermediario inestable, formando un enlace disulfuro estable y liberando
a DsbA en su forma reducida [De Marco, 2009]. Cuando los genes dsbA o dsbB sufren
mutaciones se observan errores en el plegamiento de proteinas y en la formacion de
enlaces disulfuro, por ejemplo de la B-galactosidasa, fosfatasa acida o enterotoxinas, por

mencionar algunas [Bardwell, et al., 1991; Missiakas, et al., 1993; Tan, et al., 2005].

1.4.5. DsbC como disulfuro isomerasa

Cuando un polipéptido naciente ingresa al periplasma, la proteina DsbA cataliza
la formacion réapida de los enlaces disulfuro, pero limitdndose a residuos de cisteina
consecutivos. Sin embargo, algunas proteinas requieren de la formacién de enlaces
disulfuro entre residuos de cisteina que no son consecutivos y, por ende, es necesario
hidrolizar los enlaces disulfuro oxidados incorrectamente y re-oxidarlos adecuadamente
para lograr la conformacion nativa [Rietsch, et al., 1996].

En E. coli, la proteina encargada de esa isomerizacion de enlaces disulfuro es
DsbC. Estructuralmente, DsbC es un homodimero en forma de ‘Y’ con dos enlaces
disulfuro en cada mondémero (de 20 kDa). El enlace disulfuro C-terminal (Cys140-
Cys163) es requerido para su correcto plegamiento y la estabilidad, en tanto el N-terminal
(Cys98-Cys101, catalitico) es requerido para la actividad isomerasa y mantenido en su

forma reducida por la proteina integral DsbD [Berkmen, et al., 2005].
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Se ha propuesto que la estructura de DsbC presenta una superficie hidrofobica en
la cara interna, ideal para la union al sustrato. A pesar de la flexibilidad que su estructura
le confiere, la unién a sustrato es mas especifica, en comparacion con DsbA, pues le
permite distinguir sustratos con enlaces disulfuro incorrectos [Raina y Missiakas, 1997].
Al menos tres proteinas bacterianas periplasmicas han sido identificadas como
dependientes de la actividad isomerasa DsbC: AppA (una fosfatasa &cida y fitasa), MepA
(una mureina, o peptidoglicano, hidrolasa) y la RNAsa | (una ribonucleasa) [Hiniker y
Bardwell, 2004; Beckmen, et al., 2005; Heras, et al., 2007].

Para la isomerizacion, los residuos de cisteina del sitio activo deben permanecer
en un estado reducido, ain en el ambiente oxidante del periplasma [Bessette, et al.,
2001]. Ademas, su estructura le favorece, evitando (mediante impedimento estérico) la
oxidacion de su sitio activo [Kadokura y Beckwith, 2010]. Dos mecanismos han sido
propuestos para explicar la isomerizacion. Como se observa en la Figura 5, ambos inician
mediante el ataque nucleofilico

del residuo de Cys98 al enlace .

A
8
oy S ns{ §°S @ i HS
disulfuro incorrecto del sustrato, % T — S.;Hs’ — (;i e

SH

formando un enlace disulfuro B

I we ) . ne
- - - - S
intermediario  inestable entre - sH SH

DshC y el sustrato.

0n-n

Figura 5. Mecanismo de accion de DsbC para el rearreglo
de enlaces disulfuro en sustratos mal plegados.
Posteriormente, (A) el enlace

Aparecen esquematizadas las dos propuestas donde se forma un
intermediario DsbC-sustrato una vez que la Cys98 del sitio activo

intermediario es at acado por un de DsbC ataca el enlace disulfuro del sustrato. Posteriormente, en
A, una tercer cisteina del sustrato libera a DsbC en su forma
residuo de cisteina del sustrato reducida y forma un nuevo enlace disulfuro. En caso de B, la

Cys101 de DshC es la encargada de liberar a la enzima en su
forma oxidada y dejar al sustrato reducido, en espera de ser
formando un nuevo enlace reoxidado por DshA [Kadokura y Beckwith, 2010].
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disulfuro estable y liberando a DsbC en su forma reducida; o bien, (B) el enlace
intermediario es atacado por el residuo de Cys101 de DsbC, reduciendo al sustrato (el
cual puede ser re-oxidado por DsbA) y liberando a DsbC en su forma oxidada (la cual es
reducida por accion de la proteina DsbD). Cabe destacar que en el primer mecanismo
funciona como isomerasa, en tanto que en el segundo actia como una reductasa
[Mamathambika y Bardwell, 2008; Kadokura y Beckwith, 2010]. Por otro lado, se ha
observado que DsbC posee actividad como chaperona, independientemente de su
actividad isomerasa/reductasa, lo cual explica la alta afinidad que muestra por sustratos
incorrectamente plegados [Kadokura y Beckwith, 2010].

Interesantemente, la co-expresion de DsbC ofrece una ventaja en el plegamiento
de proteinas recombinantes en E. coli. por ejemplo, la produccién de la urocinasa murina
activa (12 enlaces disulfuro) se ve afectada en mutantes que carecen de DsbC; Asi
mismo, el activador tisular de plasmindgeno humano (17 enlaces disulfuro) no se produce

a menos que DsbC también se sobre-exprese [Bessette, et al., 2001].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis

La proteina disulfuro isomerasa de 38 kDa de Entamoeba histolytica (EhPDI p38)
exhibe actividad oxidorreductasa y participa en el plegamiento oxidativo de proteinas
sustrato de origen bacteriano (AppA, fosfatasa acida) y amibiano (EhCHIT, quitinasa) en

el periplasma de la bacteria Escherichia coli.

2.2. Objetivo general

Demostrar la actividad oxidorreductasa de la proteina disulfuro isomerasa de 38

kDa de Entamoeba histolytica (EhPDI p38) mediante ensayos de complementacion en

mutantes de la bacteria Escherichia coli y analisis de actividad enzimatica de proteinas

sustrato para comprobar su papel funcional en mecanismos de plegamiento oxidativo.

2.3. Objetivos especificos

1. Analizar la dependencia de la proteina AppA a la actividad isomerasa de la

proteina DsbC mediante ensayos de expresion en el periplasma de una mutante

dsbC" de E. coli y la evaluacion de su actividad enzimatica.

39



Examinar la actividad isomerasa de la proteina EhPDI p38 mediante ensayos de
complementacion funcional de la mutante dsbC™ de E. coli y recuperacion de la
actividad enzimatica de la proteina AppA.

. Valorar el papel funcional de los residuos de cisteina presentes en los dominios
Trx de la proteina EhPDI p38 mediante un analisis mutagénico, ensayos de
complementacion funcional de la mutante dsbC™ de E. coli y evaluacion de la
actividad enzimatica de la proteina AppA.

. Analizar la dependencia de la proteina EnCHIT a la actividad oxidasa o isomerasa
de las proteinas DsbA y DsbC, respectivamente, mediante ensayos de expresion
en el periplasma de mutantes dsbA™ y/o dsbC™ de E. coli y la evaluacion de su
actividad enzimatica.

Examinar la actividad oxidasa o isomerasa de la proteina EhPDI p38 mediante
ensayos de complementacion funcional de la mutante dsbA™ o dsbC” de E. coli y
recuperacion de la actividad enzimética de la proteina EnCHIT.

. Valorar el papel funcional de los residuos de cisteina presentes en los dominios
Trx de la proteina EhPDI p38 mediante un analisis mutagénico, ensayos de
complementacion funcional de la mutante dsbA™ o dsbC" de E. coli y evaluacion

de la actividad enzimaética de la proteina EnCHIT.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos bioldgicos y quimicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Los reactivos grado BM fueron adquiridos de distintos proveedores. p-Nitrofenol
fosfato (Calbiochem). Agarosa y otros reactivos para electroforesis (Biorad). Acido
etilendiamino tetra-acético, Tris-base, e isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IBI).

Ampicilina, acetato de sodio, L-arabinosa, bromuro de etidio, cloramfenicol,
cloruro de calcio, cloruro de sodio, kanamicina, 4-metil-umbeliferil-(B)-D-N,N’,N*’-tri-
acetil-quitotriosido, reactivo de Bradford (Sigma).

Glicina (MP Biomedicals). Acido clorhidrico y alcohol etilico (Productos
Quimicos Monterrey). Componentes de los medios de cultivo para bacterias: agar

bacterioldgico, extracto de levadura, y triptona (Becton Dickinson).

3.1.2. Enzimas y otros reactivos bioldgicos

La enzima Tag ADN polimerasa (5 U/pL) y sus soluciones (amortiguador 10X y
solucion-Q 5X) fueron adquiridas de Qiagen.

La endonucleasa Hindlll fue obtenida de Fermentas, en tanto Sacll y la ADN

ligasa del bacteriofago T, fueron de New England Biolabs.
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3.1.3. Estuches comerciales

La purificacion de productos de PCR fue realizada utilizando el estuche
QlAprep™ PCR Purification Kit, la purificacion de ADN plasmidico fue realizada
usando el estuche QIAprep™ Spin Miniprep Kit, ambos de Qiagen. El estuche CelLytic®
B Plus Kit, utilizado para la lisis celular y extraccion soluble de proteinas totales en
condiciones nativas, y el estuche BCA Kit for Protein Determination, usado para la

cuantificacion de proteinas, fueron obtenidos de Sigma.

3.1.4. Células y medios de cultivo
Durante el desarrollo del proyecto, se utilizaron diferentes cepas de Escherichia

coli: (i) TOP10F", como hospedera en los ensayos rutinarios de clonacion molecular, y

(if) BW25113 y sus derivadas, como hospederas en los ensayos de complementacion

funcional. Los genotipos, nomenclatura, fuente y referencia se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de Escherichia coli utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo Nomenclatura Fuente
oxidorreductora [Referencia]
ToplOF” F'[lacl’ Tn10(Tet™)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) - Invitrogen
»80lacZ4AM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str®) endAl 2
BW 25113 A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrmB-3) 1 rph-1 dsbA* dsbC* CGSC!
A(rhaD-rhaB)568 hsdR514 (silvestre) [Baba, et al., 2006]
JW3832-2 BW25113 AdsbA723: :kan dsbhA CGSC!
[ Baba, et al., 2006]
JW2861-1 BW25113 AdsbC744: :kan dsbC CGsct
[ Baba, et al., 2006]
MRB10 BW25113 AdsbA723::frt dsbA LB-FCQI?
(derivada de JW3832-2) [Ramos, 20137]
MRB13 BW25113 AdsbA723::frt AdsbC744: fit dsbA" dsbC LB-FCQI 2
(derivada de MRB10) [Ramos, 20137]
MRB20 BW25113 AdsbC744: :fit dshC LB-FCQI?
(derivada de JW2861-1) [Ramos, 20137]

1CGSC, Coli Genetic Stock Center (Centro de Reserva Genética de E. coli, Universidad de Yale, EUA)
2L B-FCQI, Laboratorio de Biotecnologia de la FCQI (UABC)
*Datos no publicados, manuscrito en preparacion.
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Las cepas fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB liquido: 10 g/L de
triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de NaCl; LB agar: LB liquido
suplementado con 17 g/L de agar bacterioldgico). Adicionalmente, para la seleccion de
resistencia a antibidticos, las cepas fueron cultivadas en medio LB suplementado con
ampicilina (0.150 mg/mL), cloramfenicol (0.015 mg/mL), kanamicina (0.025 mg/mL), o
tetraciclina (0.015 mg/mL), en consideracion de los requerimientos selectivos de la
experimentacion. La transformacidn bacteriana se realiz6 siguiendo un protocolo estandar
de choque térmico [Sambrook, et al., 1989]. Posteriormente, las células fueron
recuperadas en medio enriquecido 2X YT (16 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de
levadura, 5 g/L de NaCl). Los medios de cultivo LB y 2X YT fueron preparados de

acuerdo a los procedimientos estandar de laboratorio [Sambrook, et al., 1989].

3.1.5. Plasmidos
Los plasmidos utilizados, y sus caracteristicas moleculares, se muestran en la
Tabla 2. Todos los plasmidos fueron obtenidos de la reserva de productos bioldgicos del

Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.

3.2. Equipo y programas computacionales

Las células bacterianas fueron cultivadas a 37° C y 300 rpm en una incubadora de
ambiente y agitacion controlada (Incubator Shaker Series 25 de New Brunswick Scientific
Co.). Las incubaciones en microtubos fueron realizadas utilizando un termobloque

(VWR). Las fracciones celulares fueron separadas mediante centrifugacion en una
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microcentrifuga MiniSpin® Plus (Eppendorf). Las reacciones de amplificacion fueron

realizadas en un equipo termociclador Gradient Thermal Cycler Multigene (Labnet

International, Inc.). La visualizacion y digitalizacién de geles de agarosa tefiidos con

bromuro de etidio se realizé con el fotodocumentador Gel Doc™ 2000 (Biorad).

Tabla 2. Plasmidos utilizados.

Nombre

Caracteristicas moleculares

Fuente

pBluescript SK(-)

pBPelB:EhPDI

PRMXX

pBAD33

pBAD:AppA

pBAD:PelBEhCHIT84

Plasmido de clonacion y expresion en bacteria. Contiene los
origenes de replicacion fl1 (bacteriéfago) y ColE1l (bacteria).
Expresa el gen que confiere resistencia a ampicilina (B-lactamasa).
Contiene el promotor inducible por lactosa (Lac) y un sitio de
clonaciones multiples (MCS) que se encuentra interrumpiendo el
gen LacZ (codificante para -galactosidasa).

Plasmido de expresion en bacteria. Derivado de pBluescript SK-.
Contiene la secuencia codificante para el péptido maduro EhPDI
fusionado al péptido sefial de la proteina bacteriana PelB bajo el
control del promotor Lac, lo que permite la expresion periplasmica
inducida de la proteina disulfuro isomerasa de 38 KDa de E.
histolytica (EhPDI p38).

Plasmidos de expresion en bacteria. Derivados de pBPelB:EhPDI.
pRMO5 contiene la variante SS/CC (C43S, C47S).

pRMO6 contiene la variante CC/SS (C160S, C163S).

pRMO7 contiene la variante SC/SC (C43S, C160S).

pRMO08 contiene la variante SC/CS (C43S, C163S).

pRMO09 contiene la variante CS/SC (C47S, C160S).

pRM10 contiene la variante CS/CS (C47S, C163S).

pRM15 contiene la variante SS/SS (C43S, C47S, C160S, C163S).
Plasmido de expresién en bacteria. Contiene el origen de
replicacion p15A (bacteria) y M13 (bacteridfago). Expresa el gen
que confiere resistencia a cloramfenicol (CAT, cloramfenicol
acetiltranferasa). Contiene el promotor inducible por arabinosa
(araBAD) y el gen regulador arac y un sitio de clonaciones
multiples.

Plasmido de expresion en bacteria. Derivado de pBAD33.
Contiene la secuencia codificante para el precursor de la proteina
AppA bajo el control del promotor araBAD, lo que permite la
expresion inducida y localizacion periplasmica de la proteina
fitasa/fosfatasa 4cida de E. coli.

Plasmido de expresion en bacteria. Derivado de pBAD33.
Contiene la secuencia codificante para el péptido maduro EnCHIT
fusionado al péptido sefial de la proteina bacteriana PelB bajo el
control del promotor araBAD, lo que permite la expresion
inducida y localizacién periplasmica de la quitinasa de E.
histolytica.

Stratagene

Ramos,
et al., 2005

Mares,
et al., 2009

Guzman,
etal., 1995.

Ramos,
etal., 2013.
(Este estudio)

Ramos,
etal., 2013.
(Este estudio)
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Las lecturas de absorbancia en los micro-ensayos fueron registradas usando un
lector de microplacas Microplate Reader Model 680 (Sigma). Los ensayos colorimétricos
fueron analizados utilizando el espectrofotdmetro SmartSpect™ Plus (Biorad). Los
registros de fluorescencia en microplacas de titulacion se realizaron usando el
fluorémetro/luminémetro Fluoroskan™ Ascent FL (Thermo Scientific) controlado por el
programa computacional Ascent Software. El programa de andlisis bioestadistico
Graphpad ™ Prism® v4.0 fue utilizado para el tratamiento de los datos. Ademas, hojas de
calculo de los paquetes computacionales MS Office y Open Office fueron utilizadas para

el agrupamiento y analisis basico de los resultados.

3.3. Protocolos generales

3.3.1. Mantenimiento y preservacion de las células bacterianas

Todas las cepas se mantienen criopreservadas (-80 °C) en suspensién de glicerol
al 15%. Los cultivos son amplificados en medio LB liquido suplementado con el
antibidtico de seleccion (cloramfenicol a 0.015 mg/mL, ampicilina a 0.150 mg/mL, o

kanamicina a 0.025 mg/mL).

3.3.2. Preparacion de células competentes para choque térmico

La preparacion de células competentes se realizO mediante una técnica estandar
de laboratorio [Sambrook, et. al., 2001]. La pastilla bacteriana de 1 mL de cultivo (DOggo
0.4-0.5) fue obtenida mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 2 min. Inicialmente,

la pastilla fue lavada con 0.5 mL de agua destilada estéril fria (para remover los restos de
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medio de cultivo) y, posteriormente, con 0.5 mL de CaCl, 50 mM estéril frio.
Finalmente, la pastilla fue resuspendida en 0.1 mL de CaCl, 50 mM estéril frio. Después

de 5 min en hielo, las células estan listas para la transfeccion mediante choque térmico.

3.3.3. Transfeccion bacteriana mediante choque térmico

1-5 pL de plasmido (0.1-10 ng) fueron mezclados con 0.1 mL de la suspension de
células competentes (en CaCl, 50 mM ) e incubados en hielo durante 30 min. EI choque
térmico fue realizado mediante dos cambios subitos de temperatura: del hielo a 42 °C
(1.5 min) y nuevamente al hielo (5 min). Las células fueron recuperadas mediante la
adicion de 1 mL de medio 2X YT e incubadas durante 1 h a 37 °C. Las transformantes
estables fueron seleccionadas mediante sembrado en medio LB s6lido suplementado con
el antibidtico de seleccion. Tipicamente, se sembrd 1/10 de la suspension celular en una

caja de cultivo y el resto en otra.

3.3.4. Amplificacion de genes mediante la técnica de PCR

Habitualmente, los genes fueron amplificados en una mezcla de reaccion (50 pL)
con la siguiente composicion: solucion amortiguadora 1X, solucién-Q 1X, 0.2 mM de
dNTPs, 20 pmoles de cada oligonucleétido (forward y reverse), 0.1-10 ng de ADN
(plasmidico o genémico), y 2.5 U de Tag ADN polimerasa. Las condiciones tipicas de
termociclado fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C durante 2 min), seguido
de 35 ciclos de amplificacion exponencial (94 °C durante 15 seg, 55 °C durante 15 seg,

72 °C durante 1-2 min), y, finalmente, 1 ciclo de extension final (72 °C durante 7 min).
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Al finalizar, el producto de la amplificacion fue mantenido a 12 °C hasta retirarlo del

equipo.

3.3.5. Expresion de proteinas a mini-escala

Inicialmente, se preparé un cultivo joven (que sera utilizado como semilla)
inoculando 10 pL de una suspension celular de bacterias, que portan el plasmido de
interés, en 2 mL de medio liquido LB (suplementado con el antibi6tico de seleccion) v el
cultivo fue incubado durante la noche a 37 °C y 300 rpm. A la mafiana siguiente, 2 mL de
medio LB liquido (suplementado con el antibi6tico de seleccion) fueron inoculados con
20 pL de cultivo joven (dilucién 1:100) e incubados durante 2 h a 37 °C y 300 rpm.
Enseguida, se afiadio el inductor (IPTG 1 mM y/o arabinosa 0.2%: concentracion final)
y la expresion inducida fue promovida durante 4 h a 37 °C y 300 rpm. Finalmente, se
prepararon pastillas celulares a partir de 1 mL del cultivo inducido mediante
centrifugacion (2 min a 10,000 rpm). El sobrenadante fue removido y la pastilla celular

fue conservada en congelacion hasta su analisis de expresion de proteinas.

3.3.6. Mini-preparacion de proteinas totales solubles en condiciones nativas

La pastilla celular de 1 mL de cultivo fue descongelada a temperatura ambiente y
resuspendida (mediante 15 s de agitacion tipo vortex) en 0.4 mL del reactivo CelLytic™
B. Enseguida, la extraccion fue promovida mediante agitacion orbital (moderada) durante
15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la fraccion insoluble fue separada
mediante centrifugacion (14,500 rpm durante 10 min). El sobrenadante (fraccion soluble

de proteinas totales) fue transferido a un microtubo estéril y conservado en refrigeracion
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hasta su andlisis (concentracion total de proteinas y evaluacion de la actividad

enzimatica).

3.3.7. Cuantificacion de proteinas

Solucién estandar de albimina sérica bovina (BSA). A partir de una solucion
concentrada (cuantificada) de BSA (New England Biolabs), se prepard una solucién
acuosa conteniendo 50 pg/mL de proteina.

Curva estandar. En 6 pocillos de una placa de micro-titulacion, se prepararon
diluciones acuosas (50 pL final) conteniendo 0, 10, 20, 30, 40, y 50 pg/mL de BSA.

Muestra (proteinas solubles totales). En 2 pocillos de una placa de micro-
titulacion, se prepararon diluciones acuosas (1:50 para Bradford y 1:25 para BCA) de las
fracciones proteicas solubles totales (50 pL final).

Micro-ensayo modificado de Bradford. A cada pocillo, conteniendo solucién
estandar o muestra, se le agregaron 100 pL del reactivo de Bradford (Sigma) y se
mezclaron inmediatamente (mediante pipeteo). La mezcla se incubé a temperatura
ambiente durante 5 min y posteriormente se registrd la Asgs ¥ Auso. A partir de estos
valores, la curva estandar fue obtenida graficando la relacion Asgs/Asso contra la
concentracion de BSA (ug/mL) [Zor y Selinger, 1996]. Tipicamente, estd modificacion
permite obtener coeficientes de correlacién (r’) mayores a 0.99. La concentracién de
proteina en las muestras se obtiene intrapolando el resultado de la relacion Asgs/Aasso
correspondiente en el intervalo lineal de la curva estandar.

Micro-ensayo del acido bicinconinico (BCA). Inicialmente, se preparé una

solucion fresca de reactivo de BCA (Sigma), mezclando 25 partes de solucion A, 25
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partes de solucién B, y 1 parte de solucién de Cu®*. Posteriormente, a cada pocillo,
conteniendo solucién estandar o muestra, se le agregaron 100 pL de la solucion de BCA.
Después de una hora de incubacion a 37 °C, la Aseo fue registrada. A partir de estos
valores, la curva estandar fue obtenida graficando la relacion Asgo contra la concentracion
de BSA (pg/mL). Tipicamente, esta determinacion permite obtener coeficientes de
correlacion (r’) mayores a 0.999. La concentracion de proteina en las muestras se obtiene
intrapolando el resultado de Asgy correspondiente en el intervalo lineal de la curva

estandar.

3.4. Actividad isomerasa de EhPDI p38 usando AppA como sustrato

3.4.1. Transfeccion de las cepas BW25113 y JW2861-1 con pBAD:AppA

Las cepas de E. coli BW25113 (dsbC") y JW2861-1 (dsbC") fueron transfectadas
(mediante choque térmico) con los plasmidos pBAD:AppA y pBAD33 (como control).
Las transformantes estables fueron seleccionadas en medio LB solido suplementado con
0.015 mg/mL de cloramfenicol. A partir de tres unidades formadoras de colonias, se
prepararon pastillas celulares provenientes de 1 mL de cultivo inducido con arabinosa

0.2% .

3.4.2. Transfeccion de la cepa JW2861-1 con pBPelB:EhPDI
La cepa de E. coli JW2861-1 (dsbC") portadora del plasmido pBAD:AppA fue
transfectada (mediante choque térmico) con los plasmidos pBPelB:EhPDI, o sus

variantes (pRMXX), y pBluescript SK- (como control). Las transformantes estables
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fueron seleccionadas en medio LB solido suplementado con 0.015 mg/mL de
cloramfenicol y 0.15 mg/mL de ampicilina. A partir de tres unidades formadoras de
colonias, se prepararon pastillas celulares provenientes de 1 mL de cultivo inducido con

arabinosa 0.2% y IPTG 1 mM.

3.4.3. Ensayo de actividad de fosfatasa &cida

Las pastillas celulares fueron descongeladas a temperatura ambiente y
resuspendidas en 1 mL de una solucién amortiguadora acida de glicina (Gly-HCI 0.25
mM, pH 2.5). La Asoo fue registrada y se prepard una dilucion de trabajo en un rango de
Asoo = 0.3 — 0.6. En microtubos limpios, se prepararon diluciones de las suspensiones
celulares (1:10 para BW25113 y 1:5 para JW2861-1; 100 pL volumen final), usando la
solucién amortiguadora acida de glicina como diluyente. La dilucién fue incubada
durante 2 min a 37 °C y después agregd 100 pL de una solucién de pNPP 50 mM (en
solucién amortiguadora &cida de glicina). Después de 15 min de incubacion (a 37 °C), la
reaccion fue detenida mediante la adicion de 1 mL de una solucién de NaOH 1.2 N.
Inmediatamente, la fraccién celular fue separada mediante centrifugacion (14,500 rpm
durante 5 min), el sobrenadante (1 mL) fue transferido a una celda de espectrofotometro
y se registraron las A4 Y Asso. LOs resultados obtenidos fueron utilizados para calcular
la actividad de fosfatasa &cida usando la férmula de Miller (1992):

Ayz0 — (1.75 - Assg)
Umitter = v AL - 1000

Donde, A4z es la absorbancia del p-nitrofenol, Asso es la dispersion ocasionada

por los restos celulares (la cual debe ser multiplicada por 1.75, para ajustar la dispersion
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observada a 420 nm), t es el tiempo de reaccion (en min), v es el volumen del cultivo

ensayado (en mL), y Aeoo €s la absorbancia de la densidad celular.

3.5. Actividad oxidorreductasa de EnPDI p38 usando ENCHIT como sustrato

3.5.1. Transfeccion de las cepas BW25113, MRB10, MRB20 y MRB13 con
pBAD:PelBENCHIT84

Las cepas de E. coli BW25113 (dshA+ dsbC*), MRB10 (dsbA"), MRB20 (dshC)

y MRB13 (dsbA" dsbC’) fueron transfectadas (mediante choque térmico) con los

plasmidos pBAD:PelIBENCHIT84 y pBAD33 (como control). Las transformantes estables

fueron seleccionadas en medio LB solido suplementado con 0.015 mg/mL de

cloramfenicol. A partir de tres unidades formadoras de colonias, se prepararon pastillas

celulares provenientes de 1 mL de cultivo inducido con arabinosa 0.2% .

3.5.2. Transfeccion de la cepa MRB10 con pBPelB:EhPDI

La cepa de E. coli MRB10 (dsbA") portadora del plasmido pBAD:PelIBEhCHIT84
fue transfectada (mediante choque térmico) con los plasmidos pBPelB:EhPDI, o sus
variantes (pRMXX), y pBluescript SK- (como control). Las transformantes estables
fueron seleccionadas en medio LB sdlido suplementado con 0.015 mg/mL de
cloramfenicol y 0.15 mg/mL de ampicilina. A partir de tres unidades formadoras de
colonias, se prepararon pastillas celulares provenientes de 1 mL de cultivo inducido con

arabinosa 0.2% e IPTG 1 mM.
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3.5.3. Ensayo de actividad quitinolitica

Las pastillas celulares fueron descongeladas a temperatura ambiente y se
prepararon extractos proteicos solubles totales utilizando el reactivo CelLytic™ B. El
contenido de proteina fue determinado mediante el micro-ensayo de BCA. La actividad
quitinolitica fue determinada mediante un micro-ensayo fluorogénico, usando el sustrato
4-metil-umbeliferil-(8)-D-N,N’,N"’-tri-acetil-quitotriésido (4MUF-TAQT). Las mezclas
de reaccion (100 pL volumen final) fueron preparadas en los pocillos de una micro-placa
para fluorescencia, conteniendo 10 pg de proteina y 1 nmol de sustrato en una solucién
amortiguadora de citratos-fosfatos 50 mM, pH 5.0. Después de 5 min de incubacion a
temperatura ambiente, la reaccion fue detenida mediante la adicion de 100 pL de una
solucién amortiguadora alcalina de glicina (Gly-NaOH 1 M, pH 10.3). Inmediatamente,
se registrd la fluorescencia emitida por la 4AMUF liberada, a longitudes de onda de
excitacion 'y emision de 355 y 460 nm, respectivamente. La actividad quitinolitica
especifica (AQE) fue calculada dividiendo el valor obtenido de las unidades de
fluorescencia (UF) entre 50 (producto de 5 min de reaccion multiplicados por 10 ug de
proteina presente en la reaccién); por lo tanto, una unidad de actividad enzimatica
corresponde al incremento de 1.0 UF por min por pg. Cabe mencionar, que los valores de
AQE calculados en la cepa MRB portadora de los plasmidos derivados de pBluescript
SK- fueron normalizados restando el valor basal de la AQE observada en la cepa que

porta el vector vacio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. EnPDI p38 exhibe las caracteristicas estructurales de una proteina activa

La proteina EhPDI p38 posee dos dominios tiorredoxina (N-Trx y C-Tr,
respectivamente), caracterizados por la presencia de la firma estructural CGHC en su
sitio activo [Ramos, et al., 2005]; ademas, se considera que las cisteinas de cada sitio
activo ciclan entre los estados ditiol/disulfuro durante su actividad oxidorreductora. La
prediccion de la estructura secundaria infiere que ambos dominios se pliegan de manera
similar a dominios tiorredoxina funcionales [Ramos, et al., 2008]. Por otro lado, los
estudios funcionales mostraron que la enzima exhibe actividad oxidasa in vivo [Ramos, et
al., 2005; Mares, et al., 2009] vy las actividades de reductasa, oxidasa e isomerasa in vitro
[Mares, et al., 2009; Ramos, et al., 2011]. Inclusive, se ha demostrado que es
funcionalmente activa en el modelo de levadura, ya que fue capaz de rescatar el fenotipo
letal de la mutante APDI1 de Saccharomyces cerevisiae (carente del gen esencial PDI1p)

[Mares, Tesis Doctoral, 2009].

4.2. AppA es dependiente de la actividad isomerasa de DsbC
Con los antecedentes descritos en la seccion anterior, se planteé una de las
interrogantes que fundamentan el presente proyecto, ¢exhibe la enzima EhPDI p38
actividad isomerasa in vivo? Considerando que los resultados observados en el modelo de
levadura pueden ser el producto de la complementacion de la actividad oxidasa, ya que es

la principal funcion de la enzima PDI1p de S. cerevisiae [Solovyov, et al., 2004: Xiao, et
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al., 2004], se propuso el modelo en bacteria, ya que posee una maquinaria de formacion e
isomerizacion de enlaces disulfuro claramente separada: DsbA actla como oxidasa, en
tanto DsbC como isomerasa [Stafford and Lund, 2000; Denoncin and Collet, 2012].

Inicialmente, se pensd en un sustrato eucaridtico, la urocinasa de raton (UPA), la
cual posee 12 enlaces disulfuro y depende de la actividad de DsbC para su plegamiento
en el periplasma bacteriano [Stafford and Lund, 2000]. Sin embargo, los resultados
obtenidos en estudios preliminares no fueron reproducibles, con respecto a los reportados
(datos no mostrados). Ante esto, se plante6 como segunda alternativa un sustrato
bacteriano. Muy pocas son las proteinas de E. coli que se exportan al periplasma y
exhiben dependencia a DsbC para su plegamiento; sin embargo, la enzima AppA
(proteina con una actividad dual: fosfatasa acida y fitasa) cumple con ambos requisitos
[Berkmen, et al., 2005]. Por lo tanto, se decidié utilizar a AppA como sustrato modelo en
ensayos de complementacién funcional

de la mutante dsbC de E. coli.

Primeramente, se construyé el 6000- 30

plasmido pBAD:AppA, derivado de - p
_ 3 4000 (20 =

pPBAD33, el cual contiene el gen 8 B

©

codificante para el precursor de la - 20001 L10 B

proteina AppA bajo el control del

promotor de arabinosa. El plasmido - Ara + Ara

. . Figura 6. Analisis de expresion de la proteina AppA
recombinante fue obtenido y (fosfatasa &cida) en la cepa BW25113 (dsbA*
dsbC") portadora de pBAD:AppA.

exitosamente caracterizado, mediante un
Cultivos no inducidos (- Ara) o inducidos con 0.2% de

P . .y ., arabinosa (+ Ara).
analisis de restriccion y secuenciacion de
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ADN. El plasmido pBAD:AppA ahora es parte de la reserva de reactivos bioldgicos del
Laboratorio de Biotecnologia, FCQI-UABC. Posteriormente, la cepa de E. coli BW25113
(dsbA™ dsbC™) fue transfectada con el plasmido pBAD:AppA. Las transformantes
estables fueron sometidas a un anélisis de expresion de la proteina AppA utilizando un
ensayo de evaluacion de la actividad fosfatasa &cida. Los resultados iniciales
comprobaron que la cepa BW25113 expresa eficientemente a la proteina AppA activa;
esto es, se observd un aumento significativo de la actividad de fosfatasa &cida en cultivos
inducidos con 0.2% de arabinosa (30 veces), en relacion con aquellos no inducidos. Los
resultados de un andlisis crudo se muestran en la Figura 6.

En seguida, se realiz6 el analisis comparativo de expresion de AppA y su
dependencia a la proteina DsbC; para lo cual, la mutante JW2861-1 (dsbC’) fue
transfectada con el plasmido pBAD:AppA y comparada con la cepa silvestre BW25113,
en igualdad de condiciones experimentales.

Como se puede notar en la Figura 7, existe una

clara diferencia en los niveles de expresion de 8000 1 1.0
fosfatasa acida entre BW25113 y JW2861-1 5 s000] (08 2
(p<0.0001); esto es, se observa una decremento £ (06 o
2 40001 2
. .. .. ) L =
superior al 80% de la actividad enzimética en la 04 5

2000+ 02

cepa dshC'. = '

Es pertinente mencionar que ambas dsbC* dsbC”

Figura 7. Andlisis de expresion de la
proteina AppA (fosfatasa acida) en las cepas
BW25113 (dsbC") y JW2861-1 (dshC)
fondo genético es la presencia o ausencia del portadoras de pBAD:AppA.

cepas son singenicas y la unica variable en su

- ] Cultivos inducidos con 0.29% de arabinosa.
gen codificante para la proteina DsbC. Por lo ultivos inducidos con 0.29 de arabinosa
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tanto, se corrobora que el plegamiento de la proteina AppA es dependiente de la actividad
isomerasa de la proteina DsbC bacteriana.

En conjunto, los resultados exponen el potencial de la dupla AppA/DsbC en E.
coli como modelo in vivo para el estudio de la actividad isomerasa de proteinas con
actividad oxido-reductora, del tipo DsbC/PDI, ofreciendo como ventaja una alta sobre-

expresion de AppA y una clara dependencia al plegamiento asistido por DsbC.

4.3. EhPDI p38 exhibe actividad isomerasa en el periplasma de la mutante dsbC
de E. coli

Con el fin de evaluar la actividad isomerasa de la proteina EhPDI p38 in vivo, se
realizé un ensayo de complementacion funcional de la mutante dsbC, utilizando el
modelo de expresiéon anteriormente descrito. Para este ensayo, se utiliz6 el plasmido
pBPelB:EhPDI, descrito y utilizado en el estudio de la actividad oxidasa de la enzima
EhPDI p38 [Ramos, et al., 2005; Mares, et al., 2009].

Es importante mencionar que para el mantenimiento episomal de los plasmidos
pBAD:AppA y pBPelB:EhPDI en E. coli, y la consecuente co-expresion de proteinas
(AppA y EhPDI p38), se considerd la utilizacion de plasmidos con origenes de
replicacion diferentes y compatibles (para evitar la segregacion) [Skowronek and
Kasprzak, 2002]; esto es, los plasmidos portadores de AppA (pBAD33, origen p15A) y
EhPDI p38 (pBluescript SK-, origen ColE1) son genéticamente compatibles.

La cepa JW2681-1 portadora de pBAD:AppA fue transfectada con los plasmidos
pBPelB:EhPDI y pBluescript SK- (parental, como control). Las transformantes estables

fueron sometidas a un analisis de expresion de la proteina AppA utilizando un ensayo de
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Figura 8. Analisis de expresion de la
proteina AppA (fosfatasa acida) en las
cepas BW25113 (dsbC") y JW2861-1
(dsbC) portadoras de pBAD:AppA. 80001 08
Adicionalmente, la cepa JW2861-1
(dshC)  fue  co-transfectada  con
pBPelB:EhPDI  (EhPDI  p38) o
pBluescript SK- (vector).
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evaluacion de la actividad de fosfatasa acida. Si se considera que EhPDI p38 exhibe las
caracteristicas estructurales de una oxidorreductasa activa, es de esperarse que asista el
plegamiento de AppA y favorezca la isomerizacion correcta de sus enlaces disulfuro,
restableciendo su actividad enzimatica en el ambiente periplasmico de E. coli.

Como se puede observar en la Figura 8, la expresion de AppA aumenta en
presencia de EhPDI p38, cuando ambas proteinas son co-expresadas en la cepa mutante
dsbC". Aln mas, el analisis comparativo mostrd un aumento significativo (3.2 veces) de
la actividad de fosfatasa acida favorecido por la expresion de la enzima EhPDI p38
(p<0.001). Cabe mencionar que la presencia del vector vacio no alterd significativamente
los niveles de expresion de AppA.

A pesar que no se recuperaron los niveles de expresién observados en la cepa
silvestre, los resultados sugieren que la enzima AppA adopto su plegamiento nativo y su

estado oxidativo correcto gracias a la actividad isomerasa de la proteina EhPDI p38.
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44. La actividad isomerasa es atribuible principalmente al dominio N-
tiorredoxina de EhPDI p38
Considerando que la actividad isomerasa de la proteina EhPDI p38 puede ser
analizada usando el modelo bacteriano AppA/DsbC, y que el nivel de expresion de la
proteina AppA puede ser considerado como un rasgo cuantitativo, se valord la
contribucion de los dominios tiorredoxina y la posible partipacién de los residuos de
cisteina. Como ya es conocido, los residuos de cisteina del motivo CXXC, presente en los
dominios tiorredoxina de proteinas DsbA, DsbC y PDI, desempefian un papel importante
tanto en el estado redox del sitio activo como en la actividad oxidorreductora [Kadokura,
et al., 2010; Karala, et al., 2010]. Ademas, ya se ha demostrado que la sustitucion
Cys>Ser en los sitios activos de los dominios tiorredoxina altera la actividad (la
disminuye) oxidasa de la proteina EhPDI p38 [Mares, et al., 2009]. Por lo tanto, es
factible pensar que esos residuos pudieran ser importantes para la actividad isomerasa.
Para el analisis de la contribucion funcional de los residuos de cisteina, y su efecto
sobre la actividad isomerasa de cada dominio tiorredoxina, se utilizaron los plasmidos
que portan las variantes del gen codificante para EhPDI p38 (denominados de manera
simple como pRMXX, obtenidos de la reserva de reactivos bioldgicos del Laboratorio de
Biotecnologia, FCQI-UABC) [Mares, et al., 2009]. Cabe mencionar que los plasmidos
portan sustituciones Cys>Ser en diferentes posiciones de los sitios activos CXXC [Mares,
et al., 2009], incluidas principalmente como mutantes dobles y una cuadruple. La cepa de
E. coli JW2861-1 (dsbC") portadora del plasmido pBAD:AppA fue transfectada con los

plasmidos pRMXX y pBluescript SK- (parental, como control). Las transformantes
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Figura 9. Analisis de expresion de la proteina AppA (fosfatasa acida) en la cepa JW2861-1 (dshbC’)
portadora de pBAD:AppA y co-transfectada con pBluescript SK- (vector), pBPelB:EhPDI (wt) o sus
variantes pRMXX (05-10, y 15).

Los cultivos fueron inducidos con arabinosa 0.2% e IPTG. 1 mM En cada variante, los residuos modificados se indican
después de los dos puntos.

estables fueron sometidas a un analisis de expresion de la proteina AppA utilizando un
ensayo de evaluacion de la actividad fosfatasa &cida.

Los datos mostrados en la Figura 9 demuestran que, a excepcién de la versién
silvestre (wt: CC/CC), ninguna de las variantes de la proteina EhPDI p38 exhibe una
expresion relativa significativamente superior a la basal. Ademas, el analisis de varianza
seguido de la prueba de Tuckey (a posteriori), con el cual se realiz6 un comparativo
binario de expresion relativa entre todas las variantes (incluyendo el vector y la version
silvestre), indicé que la dispersion observada entre las cepas que portan las variantes y el
vector no es estadisticamente significativa y, sobretodo, ni remotamente alcanzarian los
niveles observados en la version silvestre (p<0.01). Estos resultados revelan que la
sustitucion de Cys>Ser en la secuencia CXXC del sitio activo, en cualquier posicion y en
cualquiera de los dominios tiorredoxina, perturba la actividad isomerasa de la enzima
EhPDI p38, presumiblemente por alteracion del estado redox y del pKa del sitio activo,
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tal como se observd para la PDI de humano [Stafford y Lund, 2000]. Inclusive, es
claramente evidente que se requieren los cuatro residuos de cisteina para realizar
eficientemente la actividad isomerasa (dos presentes en cada dominio tiorredoxina).

Sin embargo, existen dos consideraciones que deben ser tomadas en cuenta: (1) la
actividad isomerasa es producto de la accidon conjunta y consecutiva de los actividades
reductasa y oxidasa, y (2) se ha demostrado que ambos dominios tiorredoxina exhiben
actividad oxidasa in vivo y son capaces de mantener esta actividad al 100% de manera
independiente [Mares, et al., 2009]; por lo tanto, la pérdida total de la actividad isomerasa
observada en todas las variantes analizadas (Figura 9) puede radicar en la actividad
reductasa y, ademas, puede ser atribuible a un solo dominio.

Desafortunadamente, la actividad reductasa in vivo no puede ser analizada
mediante el modelo adoptado; no obstante, los resultados de un proyecto colateral (donde
se analizé la actividad reductasa in vitro de EhPDI p38 y sus variantes) mostraron que la
variante 05: SS/CC exhibe una baja actividad (+20%) en tanto la variante 06: CC/SS
muestra una actividad alta (x60%), ambos en comparacion con el valor observado en la
variante silvestre (wt: CC/CC) [Resultados no mostrados, manuscrito en preparacion].
Interesantemente, ninguno de los dominios mantiene el 100% de la actividad reductasa,
por lo que es posible pensar que ésta no sea su funcion principal y, por ende, esté
asociada primordialmente a la actividad isomerasa.

En conjunto, los datos experimentales sugieren que la actividad isomerasa de la
proteina EnPDI p38 esta asociada principalmente al dominio N-tiorredoxina, con minima

participacion del dominio C-tiorredoxina.
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4.5. La quitinasa amibiana se expresa activa en el periplasma de E. coli

Muchas proteinas amibianas, incluidos algunos factores de virulencia (tales como
las cisteina proteinasas y las proteinas formadoras de poros), son transportadas a través de
la via secretora y exportadas al ambiente extracelular. Gracias a este mecanismo celular,
E. histolytica obtuvo su reconocimiento como organismo patdgeno para humanos
[Olivos-Garcia, et al., 2009]. Muy poco se conoce de la estructura terciaria de las
proteinas amibianas asociadas a la virulencia, esto principalmente a obstaculos técnico-
metodoldgicos asociados a los procedimientos de expresion, purificacion y cristalizacion
[Hecht, et al., 2004]. Sin embargo, los conocimientos asociados tanto a la estructura y el
plegamiento como a las modificaciones post-traduccionales se han obtenido
(primordialmente) mediante estrategias de prediccion basada en homologia de secuencias
(usando modelos de proteinas ortdlogas cuya estructura tridimensional ya fue resuelta)
[Kundu and Roy, 2007].

Una de las proteinas mas importantes para el ciclo de vida de E. histolytica es la
quitinasa (EhCHIT), vya que participa tanto en el enquistamiento como
desenquistamiento. El andlisis de la estructura primaria de EhCHIT predice un péptido
sefial, seguido de un dominio de union a quitina, rico en residuos de cisteina (8 Cys), dos
secuencias repetidas y un dominio de actividad glicosidasa (Glyco-18), el cual contiene 4
residuos de Cys. Desafortunadamente, la estructura tridimensional de EnCHIT no ha sido
resuelta; no obstante, mediante un analisis de prediccion de la estructura terciaria, se
observo que sus cisteinas pudieran estar comprometidas en la formacion de 2-3 enlaces
disulfuro. Esto ultimo sugiere que EhCHIT depende de la formacion correcta de los

enlaces disulfuro para adquirir sus estructura nativa y que, ademas, pudiera ser un posible
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Para la expresion de la proteina  proteina ERCHIT (quitinasa amibiana) en la
cepa BW25113 (silvestre, dsbA* dsbC™)

EhCHIT en el periplasma bacteriano, se  portadora de pBAD33 (vector) o
pBAD:PelBEhCHIT84 (EhCHIT).
construy6 el plasmido pBAD:PelBERCHIT84,  cuitivos inducidos con arabinosa 0.2%.
derivado de pBAD33, el cual contiene la
secuencia codificante para el péptido maduro de la quitinasa amibiana (EhCHIT) en fase
con los codones del péptido sefial de la proteina PelB bacteriana, bajo el control del
promotor de arabinosa. El plasmido recombinante fue obtenido y exitosamente
caracterizado, mediante un andlisis de restriccion y secuenciacion de ADN. El plasmido
pBAD:PelBEhCHIT84 ahora es parte de la reserva de reactivos biologicos del
Laboratorio de Biotecnologia, FCQI-UABC. Inicialmente, la cepa de E. coli BW25113
(silvestre dsbA" dsbC™) fue transfectada con los plasmidos pBAD:PeIBENCHIT84 vy
pBAD33 (parental, como control). Las transformantes estables fueron sometidas a un
analisis de expresion de la proteina EnCHIT utilizando un ensayo de evaluacion de la

actividad quitinolitica. Los resultados demostraron que la cepa BW25113 expresa

eficientemente a la proteina EhCHIT activa; esto es, se observd un aumento significativo
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Figura 11. Andlisis de expresion de la proteina EhCHIT (quitinasa
amibiana) en la cepa BW25113 (silvestre), MRB10 (dshA’), MRB20
(dsbC?) y MRB13 (dsbhA™ dshC") portadoras de pBAD:PelEhCHIT84.

Cultivos inducidos con arabinosa 0.2%.

(p<0.0001) de la actividad quitinolitica en los cultivos inducidos con 0.2% de arabinosa
que portaban el plasmido recombinante, en relacion con aquellos que portaban el
plasmido parental (Figura 10). Estos resultados demuestran que EhCHIT se exporta al
periplasma y, ademés, exhibe su funcién, indicando que las condiciones

medioambientales favorecen su plegamiento correcto.

4.6. La quitinasa amibiana (EhCHIT) es dependiente del plegamiento oxidativo

en el periplasma de E. coli
Para el analisis de la expresion de EhCHIT y su dependencia al ambiente redox
del periplasma bacteriano, proporcionado por las proteinas dsbA y dsbC, se utilizaron las
cepas mutantes MRB (Tabla 1). Brevemente, éstas portan mutaciones simples (dsbA™ o
dsbC™) o doble (dsbA™ dshC"), pero carentes del gen de resistencia a kanamicina que fue
utilizado para la disrupcion génica (removido con el objetivo de reducir el estrés durante
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la seleccion), las cuales fueron obtenidas en el Laboratorio de Biotecnologia de la FCQI-
UABC mediante una estrategia recombinacion (datos no publicados, manuscrito en
preparacion). Las mutantes MRB10 (dsbA’), MRB20 (dsbC) y MRB13 (dsbA™ dsbC")
fueron transfectadas con el plasmido pBAD:PelBENCHIT84 y analizadas en igualdad de
condiciones experimentales. Como se puede observar en la Figura 11, existe una clara
diferencia en los niveles de expresion de EhCHIT en las variantes que contienen la
mutacién dsbA (p<0.01), en relacion a la cepa silvestre, observadndose un decremento
cercano al 70% de la actividad quitinolitica. Ademas, es pertinente mencionar que las
cepas BW25113 y MRB son singénicas y la Unica variable en su fondo genético es la
presencia o ausencia del gen codificante para las proteinas DsbA o DsbC. Por lo tanto,
estos resultados indican que el plegamiento de la proteina EnCHIT es dependiente de la
actividad oxidasa de la DsbA bacteriana.

Por otro lado, es importante recordar que EhCHIT posee 12 residuos de cisteina,
los cuales pudieran estar formando 2-3 enlaces disulfuro; con base a esta inferencia, se
penso en la posibilidad de que alguno de los enlaces estuviera formado por cisteinas no
consecutivas (las cuales han sido identificadas como sustratos para la actividad isomerasa
de proteinas dsbC [Berkmen, et al., 2005]). Con esto en mente, los resultados de la Figura
11 indican que la ausencia de la dsbC no tiene repercusion significativa sobre la
expresion de la proteina EhCHIT, sugiriendo que la conformacion nativa depende
primordialmente de la correcta oxidacion de sus enlaces disulfuro y de la actividad
oxidasa de la DsbA bacteriana.

Considerando los resultados obtenidos, es posible interpretar que la dependencia

de la enzima EhCHIT por la actividad oxidasa sugiere que carece de enlaces disulfuro
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entre residuos de cisteina no consecutivos, o que de existir alguno, la formacién de ese

enlace no es critico para su conformacion funcional activa.

4.7. Laenzima EhCHIT es dependiente de la actividad oxidasa de EhPDI p38

Como se ha mencionado anteriormente, la proteina EhPDI p38 exhibe actividad
oxidasa, tanto in vivo como in vitro [Ramos, et al., 2005; Mares, et al., 2009]. Sin
embargo, hasta el momento, s6lo se habian utilizado sustratos no amibianos (p.e.
fosfatasa alcalina bacteriana, lisozima de clara de huevo de gallina, y ribonucleasa de
bovino). Por tal motivo, se realizé un ensayo de replegamiento oxidativo y recuperacion
de la actividad quitinolitica de la
enzima EhCHIT asistido por la proteina

EhPDI p38 en el periplasma de la cepa
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Figura 12. Analisis de expresion de la proteina

utilizando un ensayo de evaluacion de EhCHIT (quitinasa amibiana) en la cepa MRB10

(dsbA") portadora de pBAD:PelBEhCHIT84 y co-
la actividad quitinolitica. Los resultados transfectada con pBPelB:EhPDI (EhPDI p38).

. . Los cultivos fueron inducidos con arabinosa 0.2% e IPTG 1
obtenidos (F|gura 12) mostraron que la mM . La expresion determinada en la cepa dsbA/EhPDI
fue normalizada mediante la sustraccion de la expresion

cepa MRB10 (dsb A') expresa observada en la cepa portadora del vector vacio.

65



eficientemente a la proteina EhCHIT activa en presencia de la proteina EhPDI p38,
observandose un aumento significativo de la actividad quitinolitica en los cultivos que
portan el plasmido pBPelB:EhPDI (p<0.05). En conjunto, estos resultados demuestran
que la proteina EhPDI p38 exhibe actividad oxidasa sobre sustratos amibianos y que
EhCHIT es dependiente de una chaperona molecular con actividad oxidorreductora para

adquirir su estructura nativa.

4.8. El dominio tiorredoxina N-terminal de EhPDI p38 es importante para la
actividad oxidasa

Finalmente, para conocer la participacion individual de cada dominio
tiorredoxina, y la contribucién de sus residuos de cisteina (presentes en los sitios activos),
a la actividad oxidasa de EhPDI p38 frente a un sustrato natural, tal como EhCHIT, se
realizaron ensayos de co-expresion en el periplasma de la mutante dsbA’. La cepa
MRB10 portadora del plasmido pBAD:PeIBEhCHIT84 fue co-transfectada con los
plasmidos pRMXX (portadores de variantes de la proteina EhPDI p38 que contienen
sustituciones Cys>Ser en algunos de sus sitios activos CXXC) y las co-transfectantes
estables fueron sometidas a un andlisis de la actividad quitinolitica en igualdad de
condiciones experimentales.

Como se observa en la Figura 13, solo la variante que mantiene el dominio N-
tiorredoxina sin cambios (pRMO06: CC/SS) conserva la actividad oxidasa al 100%
(p<0.001); sin embargo, la variante pRMO05 (SS/CC), que mantiene el dominio C-
tiorredoxina sin sustituciones, conserva la actividad al 43% (p<0.01). Esto era de

esperarse, ya que ambos dominios exhiben actividad oxidasa ante sustratos no amibianos;
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Figura 13. Andlisis de expresion de la proteina EhCHIT (quitinasa amibiana) en la cepa MRB10 (dsbA")
portadora de pBAD:PelBEhCHIT84 vy co-transfectada con pBPelB:EhPDI (wt) o sus variantes pPRMXX
(05-10, y 15).

Los cultivos fueron inducidos con arabinosa 0.2% e IPTG 1 mM. En cada variante, los residuos modificados se indican
después de los dos puntos. La expresion determinada en la cepa dsbA™ portadora de pBPelB:EhPDI o sus variantes fue
normalizada mediante la sustraccion de la expresion observada en la cepa portadora del vector vacio.
sin embargo, contrario a lo observado frente a la fosfatasa alcalina bacteriana, la
actividad oxidasa frente a la quitinasa amibiana no es funcionalmente equivalente en
ambos dominios, lo que sugiere que la actividad oxidorreductora de la proteina EhPDI
p38 es dependiente del sustrato, tal como se ha observado en otras PDI homdlogas.
Incluso, es posible que el replegamiento oxidativo sea dependiente de su afinidad por los
diferentes sustratos; es decir, con una contribucion significativa de la actividad
chaperona.

A pesar de que el analisis de varianza seguido de la prueba de Dunnett (a

posteriori), indicd que la dispersibn observada entre todas las variantes no es

estadisticamente significativa (p>0.05), es posible destacar la actividad mostrada por la
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variante pPRM10 (Figura 13), la cual posee los residuos de cisteina posicionados en el
extremo N-terminal del sitio activo de ambos dominios Trx. Cabe mencionar que estos
residuos participan activamente en el plegamiento oxidativo de la fosfatasa alcalina
bacteriana [Mares, et al., 2009]; inclusive, su ausencia conduce a una pérdida total de la
actividad oxidasa, como se observa en la variante pPRMO7 (Figura 13), lo que sugiere que

su participacion es mas evidente frente a sustratos amibianos.
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5. CONCLUSIONES

Utilizando el plasmido pBAD:AppA y las cepas BW25113 (dsbC") y JW2861-1
(dsbC") se comprobd la dependencia funcional de la proteina AppA al plegamiento
asistido por la oxidorreductasa DsbC en el periplasma de E. coli, obteniéndose resultados
similares a los reportados por Berkmen y colabs (2005).

Mediante la co-expresion de proteinas en el periplasma de la cepa JW2861-1
(dsbC") se demostré que la oxidorreductasa EnPDI p38 exhibe actividad isomerasa in
vivo, complementando la funcion de la proteina DsbC y restableciendo la actividad
enzimatica de la proteina AppA.

A través de un andlisis funcional de diferentes variantes de la proteina EhPDI p38,
se evidencio que los cuatro residuos de cisteina (dos presentes en cada dominio Trx, en el
motivo catalitico CGHC) son requeridos para realizar eficientemente la actividad
isomerasa; no obtante, es posible considerar que la pérdida total de la actividad isomerasa
pueda deberse a una ineficiente actividad reductasa, la cual puede ser atribuible
principalmente al dominio N-Trx.

Utilizando el plasmido pBAD:PelBEhCHIT84 y las cepas BW25113 (dsbA*
dsbC™), MRB10 (dsbA™ dsbC"), MRB20 (dsbA" dsbC) y MRB13 (dshA™ dshC’) se
demostro la dependencia funcional de la proteina EhCHIT al plegamiento asistido por la
oxidorreductasa DsbA en el periplasma de E. coli.

Mediante la co-expresion de proteinas en el periplasma de la cepa dsbA

(MRB10) se ratificé que la oxidorreductasa EhPDI p38 exhibe actividad oxidasa in vivo,
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complementando la funcion de la proteina DsbA y restableciendo la actividad enzimética
de la proteina EnCHIT.

A través de un anélisis funcional de diferentes variantes de la proteina EhPDI p38,
se confirmo que ambos dominios Trx exhiben actividad oxidasa, en concordancia con lo
reportado por Mares y colabs (2009); sin embargo, cuantitativamente no son equivalentes
funcionales, ya que, en ausencia del otro dominio, s6lo el dominio N-Trx fue capaz de
mantener la actividad oxidasa al 100%. Adicionalmente, se confirmé que los cuatro
residuos de cisteina (dos presentes en cada dominio Trx, en el motivo catalitico CGHC)
son importantes para realizar eficientemente la actividad oxidasa.

En general, es posible concluir: (1) la proteina EhPDI p38 exhibe actividad
oxidorreductasa que facilita el plegamiento de proteinas en el periplasma de E. coli; (2)
las funciones oxidasa e isomerasa dependen de los residuos de cisteina presentes en los
dominios Trx; (3) las funciones oxidorreductoras de cada dominio Trx no son
equivalentes, y (4) el papel funcional de la oxidorreductasa EhPDI p38 en el plegamiento

de proteinas es dependiente del sustrato.
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