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I. INTRODUCCION

El género Entamoeba contiene muchas especies, seis de las cuales (histolytica,
dispar, moshkovskii, polecka, coli, harmanni) pueden infectar y residir en el lumen
intestinal de seres humanos. Sin embargo, E. histolytica es la Unica especie que esta
asociada a efectos patologicos, las otras especies son consideradas no patdgenas.

E. histolytica es un parasito protozoario anaerébico facultativo de caracteristicas
patdgenas para el hombre, quién es el Gnico hospedero, causandole amibiasis, incluyendo
colitis amibiana y absceso hepatico amibiano [1].

Los andlisis moleculares han demostrado que E. histolytica es un eucariota
inferior, carente de estructuras subcelulares tipicas, tales como mitocondrias, reticulo
endoplasmico y complejo de Golgi. Sin embargo, se ha encontrado evidencia de genes
mitocondriales y de una estructura remanente parecida a la mitocondria, asi como de una
proteina de 51KDa con alta similitud a la secuencia de calreticulina de espinacas,
indicando la presencia de un sistema equivalente al reticulo endoplasmico.

Morfolégicamente, E. histolytica y E. dispar son indistinguibles; sin embargo, E.
histolytica es una especie distinta en virtud de sus antigenos Unicos. Esta distincidn entre
E. histolytica y E. dispar fue caracterizada en gel de electroforesis mediante la movilidad
de 4 isoenzimas (L-malato:NADP tioxidorreductasa, glucosa fosfato isomerasa,
fosfoglucomutasa y hexocinasa) [2].

I.1. Entamoeba histolytica

1.1.1. Genética

E. histolytica cuenta con un genoma pequefio (aproximadamente de 20 MB) muy

repetitivo, con las secuencias codificantes densamente empaquetadas y pocos intrones. El



cariotipo molecular es complejo, con moléculas de ADN desde 227 a 1361 Kb, multiples

moléculas circulares (de 5 a 50 Kb) y un ADN en la mitocondria rudimentaria.

1.1.2. Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de la E. histolytica involucra los estadios de trofozoito
(activamente metabolico y movil) y de quiste (forma infectante). EI quiste es eliminado
en las heces de los individuos infectados, y son viables sélo si se mantienen himedos y se
encuentran en un medio ambiente con condiciones favorables, ya que pueden ser
destruidos con rapidez por desecamiento y calor.

La re-infeccién del mismo individuo o la infeccidén de un nuevo hospedero puede
ocurrir de forma directa, por los dedos contaminados (via de transmisién mano-boca) o
de forma indirecta, principalmente a traves de los alimentos y bebidas contaminados.

Los quistes ingeridos pasan a través del estbmago y el desenquistamiento ocurre
en el intestino delgado. Estos microorganismos avanzan hacia el intestino grueso, donde
se alimentan y crecen hasta su tamafio maximo. Por ende, los quistes participan tanto en
la transmision como en la reproduccion del microorganismo.

Los trofozoitos se desplazan a lo largo del intestino hasta que encuentran las
condiciones favorables para la colonizacion, donde se reproducen por fision binaria
rapida y repetida. En general, esto se produce en el area ileocecal, pero pueden tener
lugar en un nivel més bajo del intestino.

Es probable que la invasion tisular sea llevada a cabo por medio litico y contacto
fisico. Una vez que los trofozoitos han ingresado en los tejidos, la digestion litica de las
células del hospedero proporciona el alimento para las amibas, lo que les permite
avanzar. En ciertas condiciones, algunos trofozoitos pueden invadir al higado y otros
tejidos extra-intestinales. Cuando los trofozoitos son expulsados hacia la luz intestinal,
comienza su salida del hospedero, si esta salida no es demasiado rapida pasan por un
estadio de prequiste y aparecen en las heces como quistes [3].

La opinién de que existe una cepa no patdgena de E. histolytica ha sido avalada
[2]. Sin embargo, actualmente se acepta que se trata de otra especie, denominada E.
dispar. Ademas, se sabe que la virulencia de E. histolytica varia con la geografia, la flora

bacteriana del intestino, la resistencia y el estado nutricional del hospedero (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Entamoeba histolytica.

1.1.3. Morfologia

Es posible distinguir varias formas (o estadios) de desarrollo en E. histolytica,
presentes durante su ciclo de vida (Figura 2):

El trofozoito es la forma vegetativa y activamente movil se encuentra en los
tejidos y a veces en las heces liquidas. Su tamafio puede variar entre 15y 30 um, cuenta
con un ndcleo esférico de doble membrana con alta concentracion de cromatina
puntiforme y generalmente concéntrica llamado cariosoma central asi como la formacion
de cromatina en la periferia del nucleo. El trofozoito es un organismo unicelular que se
mueve por medio de seudOpodos, con movimientos rapidos y unidireccionales. El
citoplasma esta dividido en ectoplasma que es hialino y transparente y el endoplasma que
es granuloso [3].

El quiste es la forma de resistencia e infectiva del parasito. Contiene de 1 a 4

nucleos, dependiendo de la madurez. Es de forma redondeada, refringente con una



Figura 2. Estadios de desarrollo de E. histolytica. Imagenes de microscopia en campo luminoso de un
quiste (izquierda) y un trofozoito (derecha).

membrana claramente demarcada. En el citoplasma se pueden ver con frecuenciade 1 a 3

inclusiones de glucogeno, llamados cuerpos cromatidales [2].

1.1.4. Fisiologia

E. histolytica se alimenta del bolo alimenticio, de bacterias intestinales, de
liquidos intracelulares, y de células que destruye previamente; ademas, tiene la capacidad
de fagocitar eritrocitos. Los trofozoitos tienen proteinas membranales capaces de formar
poros en la membrana de las células humanas (destruyéndolas por chogue osmético), y
adhesinas que le permiten fijarse a las células de la mucosa, de modo que no sean
arrastrados por la diarrea. Ademas, producen y secretan proteinasas que degradan el

medio extracelular humano, permitiéndole invadir otros érganos.

1.1.5. Patogenia

El protozoario parésito intestinal E. histolytica infecta aproximadamente a 500
millones de personas en paises en vias de desarrollo, ocasionando aproximadamente 40
millones de casos de disenteria y abscesos hepaticos amibianos.

La patogénesis en la amibiasis invasiva requiere de la adherencia de los

trofozoitos de E. histolytica a la superficie de la pared del intestino, de los efectos



citoliticos y proteoliticos en los tejidos, de la resistencia del parasito a los mecanismos de
defensa del hospedero. Las caracteristicas del hospedero influyen también en la
susceptibilidad a la enfermedad invasiva.

Los trofozoitos poseen una proteina (lectina) que reconoce los azlcares galactosa
y N-acetilglucosamina en la superficie de las células del hospedero. Si la lectina del
parasito se une a las glicoproteinas (mucinas) de la mucosa intestinal del hospedero, es
probable que ocurra una infeccién intestinal no invasiva, en cambio, si los trofozoitos
penetran la pared de la mucosa del intestino y la lectinas se unen de forma directa a los
carbohidratos de la superficie celular, ocurriendo asi una cascada de eventos que llevan a
la muerte celular y la progresion hacia una enfermedad invasiva. Por tanto, la lectina
Gal/NAcGal, es esencial para la sobrevivencia del parasito y para invadir al hospedero.
Por otra parte, la incapacidad de este parasito de sintetizar de novo purinas y pirimidinas,
lo hace completamente dependiente de su habilidad para recuperar estos compuestos
esenciales de su hospedero [4].

La actividad citolitica de la E. histolytica depende de la funcion de los
microfilamentos del paréasito, de la concentracion de calcio, de la actividad de la enzima
fosfolipasa A parasitaria y del mantenimiento de pH &cido en las vesiculas endociticas
amibianas. E. histolytica contiene numerosas enzimas proteoliticas, incluyendo
colagenasas y proteinasas, las cuales parecen estar involucradas en la destruccion de la
matriz extracelular, el anclaje a las células y destruccion de los tejidos.

Los trofozoitos de E. histolytica producen disenteria cuando se unen al epitelio
del colon, lisan las células epiteliales e invaden la pared intestinal. Algunas proteinas
amibianas que participan en la invasion tisular son:

1) cisteina proteinasas, que son capaces de romper las proteinas de la matriz

extracelular;

2) una lectina de superficie del parasito, que se une a los carbohidratos de la

membrana de las células epiteliales del colon y de los eritrocitos,

3) proteinas formadoras de canales “amibaporo”, que inducen la formaciéon de

canales en la membrana plasmatica de las células epiteliales del colon.



I.1.6. Diagndstico y tratamiento

El diagndstico se logra mediante examenes de laboratorio de la materia fecal con
microscopio optico. En algunos casos se requiere de exdmenes adicionales, tales como
imagenes mediante tomografia axial computarizada (TAC), deteccion del ADN del
parasito mediante PCR, o serologia con deteccion de anticuerpos especificos. La afeccion
se trata por prescripcion médica de metronidazol, iodoquinol, paramomicina, furoato de
diloxanida y tinidazol. Los abscesos hepéticos avanzados pueden requerir de cirugia [5].

La redefinicion de E. histolytica (patégena) y E. dispar (no patégena); ademas de
la reciente aparicion en pacientes de E. moshkovskii, ha cambiado drasticamente nuestro
conocimiento sobre la prevalencia de diferentes especies de Entamoeba. Esto ha
motivado al desarrollo de pruebas diagnosticas capaces de distinguir y diferenciar las tres
especies de Entamoeba encontradas en laboratorios clinicos.

El diagnostico de la amibiasis invasiva se realiza generalmente mediante la
combinacion de microscopia de especimenes fecales, pruebas seroldgicas y, cuando es
indicado, colonoscopia y biopsias de lesiones amibianas intestinales o drenado de
abscesos hepaticos.

Es evidente que el examen microscopico para detectar y diferenciar las 3 especies
de Entamoeba es poco confiable: ademas, se ha demostrado que las pruebas seroldgicas
no son fidedignas para el diagndstico de la infeccidn en areas endémicas, ya que el nivel
sérico de anticuerpos anti-amibianos permanece elevado por muchos afios, haciendo
imposible distinguir entre infecciones recientes y anteriores.

Por otra parte, las técnicas de PCR y RT-PCR han mostrado tener una mayor
sensibilidad y especificidad para el diagnostico de la amibiasis; sin embargo, en paises en
vias de desarrollo estas metodologias resultan incosteables, resultando en una gran

desventaja para la salud publica de estos paises [1].

1.2. Via de secrecion de proteinas en células eucariotas

En células eucariotas, las proteinas que seran transportadas hacia compartimientos

intracelulares o exportados hacia el espacio extracelular siguen una via endomembranosa



constituida por el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y un conjunto de vesiculas
que participan en la exo y endocitosis [6].

Del reticulo endoplasmico al complejo de Golgi, el transporte se lleva a cabo a
través de pequefias vesiculas que se forman por gemacién. Estas vesiculas se mueven a
través del citoplasma de manera dirigida, con frecuencia a lo largo de vias formadas por
elementos del citoesqueleto, y luego se fusionan con la membrana de un compartimiento
diferente, que acepta tanto la carga soluble de la vesicula como su envoltura membranosa
[6].

En la via secretora, los materiales sintetizados son transportados desde el citosol a
diferentes destinos como lisosoma, membrana plasmatica o espacio extracelular. Esta via
incluye el flujo de lipidos, carbohidratos y proteinas. Las actividades secretoras celulares
pueden dividirse en dos tipos: constitutiva y regulada.

En la secrecion constitutiva se transportan materiales desde su sitio de sintesis y
se descargan en el espacio extracelular de manera continua. Este proceso contribuye a la
formacion de matriz extracelular y membrana plasmatica. En tanto que, en la secrecién
regulada se almacenan materiales en vesiculas secretorias que permanecen en las

regiones periféricas y se descargan en respuesta a un estimulo apropiado [6].

I.2.1. Reticulo endoplasmico y transporte de proteinas

Existen dos tipos de reticulo endoplasmico (RE): rugoso (RER) y liso (REL). La
distincion morfoldgica entre el RER y el REL consiste en la presencia de ribosomas
unidos en el primero y ausencia de los mismos en el Ultimo. Los ribosomas se encuentran
en la superficie que enfrenta al espacio citosélico [6]. La membrana del RE esta
organizada como una red laberintica de tubulos ramificados e interconectados, formando
una ldmina continua encerrando un espacio interno Unico, denominado el lumen del RE.

La membrana del RE participa en un mecanismo de seleccion de polipéptidos
nacientes, los cuales pueden ser de dos tipos: proteinas transmembranales, las cuales son
parcialmente translocadas a través de la membrana y quedan embebidas en ésta; y
proteinas solubles, las cuales son translocadas completamente a traves de la membrana y
son liberadas en el lumen. Algunas de las proteinas funcionan en el RE, pero otras estan

destinadas a otros compartimientos, la membrana plasmaética o el espacio extracelular [7].
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1.2.2. Modificaciones post-traduccionales y control de calidad en el RE

Durante su paso por el RE, los polipéptidos pueden sufrir 5 modificaciones
bioquimicas antes de alcanzar su destino final: (i) formacion de enlaces disulfuro, (ii)
plegamiento correcto, (iii) adiciobn y procesamiento de carbohidratos, (iv) cortes
proteoliticos especificos, y (v) ensamblaje de proteinas multiméricas. La formacion de
enlaces disulfuro, el plegamiento correcto y el ensamblaje de proteinas multiméricas
ocurren exclusivamente en el RE.

Solamente aquellas proteinas que estan correctamente plegadas y ensambladas
son transportadas desde el RE hacia el complejo de Golgi. Aquellas proteinas no
ensambladas, sin plegar o incorrectamente plegadas, son retenidas en el RE o regresadas
desde el cis-Golgi hacia el RE. Posteriormente, proteinas mal plegadas y subunidades de
proteinas multiméricas a menudo son transportadas del lumen del RE hacia el citosol,

donde son degradadas por el sistema de proteasoma [8].

1.3. Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI)

En células eucariotas, la formacion de enlaces disulfuro se lleva a cabo en el
lumen del RE, éstos solo se forman en las proteinas de secrecion y en el dominio
exoplasmico de proteinas membranales. Durante la maduracion de proteinas, los enlaces
disulfuro estan involucrados en la estabilizacion de la estructura terciaria. En el RE de
eucariotas y en el periplasma bacteriano, un elaborado sistema que involucra chaperonas
y plegamiento catalitico, asegura que los enlaces disulfuros ocurran entre las cisteinas
correctas. En eucariotas, la enzima proteina disulfuro isomerasa (PDI) es una
oxidorreductasa que cataliza la formacion correcta de enlaces disulfuro en polipéptidos

nacientes cuando estos pasan a través del RE (Figura 3).

1.3.1. Organizacion y dominios
La enzima PDI de mamiferos esta organizada en 5 dominios: a, b, b’, a’ y c; los
dominios a y a’ son homdlogos a la proteina bacteriana tiorredoxina (dominios Trx), los

cuales contienen un sitio activo caracterizado por 2 cisteinas (CGHC) que ciclan entre
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Figura 3. La actividad oxidorreductasa cataliza el intercambio del enlace disulfuro
entre PDI y su sustrato. Cuando PDI cataliza la oxidacion de dos tioles (presentes en
residuos de Cys), ésta se reduce. De igual manera, cuando PDI cataliza la reduccion
de un enlace disulfuro, ésta se oxida. El estado redox de PDI puede ser regenerado
por una enzima (tioredoxina reductasa) o una molécula redox (glutation).

dos estados oxidativos. Los dominios b y b’ adoptan un plegamiento parecido a

tiorredoxina pero son inactivos [9].

1.3.2. La superfamilia de tiorredoxina

PDI como un miembro de la superfamilia de la tiorredoxina, se caracteriza por la
presencia de uno o mas dominios Trx, caracterizados por un sitio activo con el motivo
CXXC. Durante la transferencia de equivalentes reductores u oxidantes al sustrato, el
sitio activo CXXC cicla entre su estado oxidado (disulfuro) y reducido (ditiol). Existen
varios homélogos de PDI en mamiferos, tales como ERp57, ERp72, ERp44 entre otras,
pero se estima que la PDI es la que presenta mayor expresion. En S. cerevisiae, la
secuencia gendmica revela otras 4 proteinas con homologia a PDI: Euglp, Mpdlp,
Mpd2p, y Epslp, cada una tiene solo un dominio catalitico con dos cisteinas, ninguna de
estas proteinas es esencial y no pueden reemplazar la funcion de PDI [9].

Escherichia coli también posee homdlogos funcionales a PDI, el periplasma
bacteriano distingue entre rutas oxidativas y reductivas y, como resultado, las funciones
de ditiol/disulfuro oxidasa y reductasa/isomerasa estan alojadas en proteinas separadas.
DsbA provee actividad ditiol/disulfuro oxidasa, mientras que DsbC/G proveen actividad
reductasa o isomerasa. Las proteinas Dsb poseen poca homologia con PDI, pero como

ésta, poseen dominios que son estructuralmente similares a tioredoxina [15].
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1.3.3. PDI como oxidorreductasa

La proteina-disulfuro isomerasa (PDI, EC 5.3.4.1.) es una oxidorreductasa que
cataliza las reacciones de oxidacion, reduccién e isomerizacion de enlaces disulfuro. En
el RE, la PDI cataliza tanto la oxidacion como la reduccion de disulfuros de los
polipéptidos nacientes; mientras que en ambientes reductores (como el citosol,
endosomas y la membrana plasmatica) PDI cataliza s6lo la reduccién. La localizacion
subcelular y su funcién en la biosintesis de proteinas secretorias e integrales sugiere que
PDI juega un papel importante en la via de secrecion de proteinas.

Las proteinas PDI contienen al menos un sitio activo tiorredoxina, caracterizado
por la presencia del motivo CXXC. Se ha demostrado que los residuos de cisteina juegan
un papel importante en la actividad enzimética: modificaciones bioquimicas de éstas
ocasionan inactivacion irreversible. Esta metodologia ha sido utilizada con éxito para
realizar los estudios funcionales de las PDI de humano y levadura [16].

Ademas, se ha descrito que algunos antibiéticos, como bacitracina, y agentes
alquilantes, como 5,5 -ditio-bis-(&4cido nitrobenzoico), pueden inhibir las actividades

enzimaticas de las enzimas PDI [17].

1.3.4. Plegamiento oxidativo

La complejidad del plegamiento de proteinas es a menudo agravado por la baja
solubilidad del estado desnaturalizado. En el caso de la lisozima desnaturalizada y
reducida, la ineficiencia del replegamiento oxidativo resulta de la presencia de dos rutas
cinéticas antagonicas: la agregacion proteica que impide el plegamiento y la adquisicion
de la estructura nativa [11].

PDI es una foldasa residente del RE que cataliza el replegamiento oxidativo de
proteinas que contienen disulfuros reducidos. La actividad ditiol/disulfuro oxidasa de PDI
se ocupa de formar correctamente enlaces disulfuro en las proteinas sustrato, resultado de
la oxidacion de dos cisteinas sustrato y la reduccion del sitio activo de PDI.

Para proteinas en las cuales la estructura nativa esta estabilizada por enlaces
disulfuro, el plegamiento correcto de su estructura tridimensional, requiere el

acoplamiento de la formacion de su estructura terciaria a una oxidacion quimica que
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interconecta

residuos de cisterna especificos (plegamiento oxidativo) [12].

El

plegamiento espontaneo es a menudo lento y puede verse afectado por agregaciones

proteicas. En la célula, el plegamiento oxidativo es asistido por enzimas que catalizan la

formacion de enlaces disulfuro y por chaperonas que inhiben agregaciones hidrofébicas.

I.4. Proteina Disulfuro Isomerasa de E. histolytica (EhPDI)

En células eucariotas, esta bien documentado que muchas proteinas secretadas y

de membrana plasmatica poseen enlaces disulfuro, los cuales son importantes para su

estructura y funcion. En E. histolytica, proteinas involucradas en el proceso de adhesion y

destruccion de tejidos humanos, como la lectina de union a galactosa y las proteinas

formadoras de poro, contienen enlaces disulfuro que son importantes para su actividad

bioldgica; por tanto, para estos factores de virulencia es importante la oxidacion de las

cisteinas involucradas en la conformacion correcta de su estructura terciaria.
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Figura 4. Secuencias nucleotidica y polipeptidica deducida del gen PDI de E. histolytica. Los
aminoacidos codificados se muestran en cddigo de tres letras. Con una flecha se sefiala el punto
de corte proteolitico inferido para la enzima pentidasa de sefial.
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EhPDI-P5 1 --mmmmmm---- - MKFLLFTLLTFLVSADSNPT@NHI@DGS HVFKFFAPWCGHCKKLAP 52
SpPDI2 1 - MRLPLLSFVIFALFALVFASGVVELQSLNELEN[TIRASKKGALIEFY WCGHCKISJLAP| 59
DdPDI-P5 1 - MKILLFVTLIALAFVALCSAEGNWVElSPDIEﬂDTVIﬂDGS TVFMKFYAPWCGHCKKLAP 59
MsPDI-P5 1 MKMEMHQIWSRIALASFAFAILFVSVSADD'!\_IIVLTEE EKE|VIGHD| GALIEIEFYAPWCGHCKKLAP 66

EhPDI-P5 53 E IKE'ADAYKDKQ-DIVIAELDCBINKDDLG FGISGFPTLKFFRIEGTTEPIEYEGG TV@DLS 117

SpPDI2 60 EILlG—ALFEDH——NDVLIGKIDADT SDVADKYHITGFPTLIWlFPPDGSEPVQYSNA DVDSLlT 122

DdPDI-P5 60 D F| ILlADTFAPVSNKVVIAKVDCEIQADALIEIS'KYD SGYPTLKIlFDIﬂSTTAKDYNGARSViEILLlT 125
E|

MsPDI-P5 67 KLpNsFRRAK---svLIakvpcpErksvidskyevisgvleriowlgelkles e plxxreceRTalEslta 120

—

N-TIORREDOXINA
EhPDI-P5 118 HEr-0EKIQP----KarsNvVsvTTaTFD|s ifvup|e fKINVIEVIKFlHarwccacKaLa ek rEvskMYA 178
SpPDI2 123 QlEIVSEKTGIKKRKIVLPSNVVEFDSLNFDKV:|M|DDKKDVLVEFYAI£|WCGCKRLAPT TLGKVFK 188
DPDI-P5 126 YIN-NHAKTNVKVKKAPSNvVD|LsesnFDslvviplkslxiNvivervarwcerckxltiMelplyelinenrya 100
MsPDI-P5 130 efvNreEcernvkIATapssHvyvireerlENelvyiplerkolviveEryarpucenckslaptlyekvaavek 105

—
C-TIORREDOXINA

EhPDI-P5 179 G|E|D L EVBCTAN--QETCNE H| YPTLKSFPKGEN@KPIAYEG REVKDIBVT Fj TNY|E|YD 242
SpPDI2 189  N|E|P Nj IVKINA VFADIG--RLHE ASFPTKFFPKDDKDKP LIYE G| RSEIESLIE KKS|GTQ 252
DdPDI-P5 191 NElKDVVIKIlBlC AADNKAICSIEE}G TIGFPTLK] F@K-QSHDG KIYE GRlDlLlDTI;lIN KQAlGlVN 255
MsPDI-P5 196 SlﬁlDDVVINLlQIA KYR--DLAEKY|DV|SIGFPTLK|FF P K- GNK|A GE|D|Y|G| RDlLIDDlEIVAF EKSlQITS 258
EhPDI-P5 243 DENGK|Z|GKTAG IAELDDLIAKGFIANKENKD----------- EIIKKAEAIEG@AHVI;;\M@RII@ 297
SpPDI2 253 SPDGTLlLSTlAGRlIPTFDEFlA EFlLDMS--NAAKEVVLEKVKQLAEDSS-RWTKYYKK FEKIlL- 314

DdPDI-P5 256 VKG|GK|ILIAVGAGRIVEQILD|TIAITEFIIAAAAEVRKELVKKAQTVVDS|LIPEE LRI E|GSLY Y|VIK T[I/A] 321
MsPDI-P5 259 DAK[GQILITSEAGIVEDLDELVKEFVAANDEEKKAVFARIEEEVKK|LEGSASRY|GKIYLIKVISIKIKYL 324

EhPDI-P5 208 RGAEIYVEKEKAlEIIN I ENpsmxAlﬂxIDD?lTRNLNVEFVF ----- 337
SpPDI2 315 NDENWV|HKERAKR|LS| RoKs|TaLAsADD|FkTRILNI|LNS|FLPeNE 359
DAPDI-P5 322 KSIHFVTTEIAHM vse—smscﬁx plelea x klL NT|LE S|k s & - - 363
MsPDIP5 325 KGSIDYAKNEIQRLERLIEKSTISPAKADELTLRKRNILSTYA----- 364

Figura 5. Alineamiento de secuencias polipeptidicas PDI. Los aminoacidos se denotan en el cédigo de
una letra. Los aminoacidos idénticos se muestran en cajas y los similares sombreados. Los dominios
tiorredoxina se indica con una flecha.

Mediante la técnica de amplificacién rapida de extremos de DNA complementario
0 RACE (de las siglas en inglés Rapid Amplification of cDNA Ends) se aislo la secuencia
de DNA de un gen amibiano que codifica para una proteina con alta homologia a
proteinas PDI, denominada EhPDI. Este gen codifica un polipéptido de 337 aminoacidos,
con un peso molecular tedrico calculado de 38 kDa. El analisis polipeptidico de la PDI
amibiana predice un péptido sefial (en el extremo amino terminal) de 15 aminoacidos y
dos dominios tiorredoxina que presentan el motivo APWCGHCK (Figuras 4y 5).

La prediccion de la estructura tridimensional, basada en la homologia de
secuencias, muestra que los dominios tiorredoxina se pliegan de manera muy similar a
sus homdlogos mamiferos y bacterianos (datos no publicados). EI dominio C-

tiorredoxina de EhPDI ha sido expresado en E. coli y utilizado como inmundgeno para
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producir anticuerpos policlonales en conejo. Los anticuerpos purificados reconocen una
proteina de 35 kDa en un lisado total amibiano [13].

Mediante un ensayo de complementacién funcional de la mutante dsbA de E. coli
(equivalente funcional de la actividad disulfuro oxidasa en bacteria), se demostré que
EhPDI es funcionalmente activa, ya que facilito la recuperacion al 100% de la actividad
de la fosfatasa alcalina periplasmica (la cual depende de la actividad disulfuro oxidasa
para adquirir su estructura nativa) [14]. Ademas, un analisis post-genémico reveld que la
EhPDI es miembro de una superfamilia amibiana de 11 polipéptidos, entre los cuales,

algunos exhiben actividad oxidorreductasa predecible [15].
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1. JUSTIFICACION

La amibiasis asociada al parésito protozoario intestinal E. histolytica continta
siendo un grave problema de salud puablica en paises subdesarrollados. Las estadisticas
indican que la amibiasis ocasiona la muerte de alrededor 40,000 personas anualmente,
teniendo como causa principal la infeccion invasiva, el absceso hepatico amibiano y la
hemorragia intestinal masiva.

La prevalencia de la amibiasis en paises endémicos, es favorecida por el
hacinamiento, desnutricion y deficientes habitos higiénicos, entre otros factores. Ademas,
el tratamiento se complica debido a la falta de recursos e incapacidad para atender a toda
la poblacion afectada. Otro aspecto preocupante, son los reportes donde se muestra que el
tratamiento con metronidazol puede ser ineficiente y la existencia de diferencias en la
sensibilidad a farmacos antiamibianos en cepas de E. histolytica aisladas de muestras
clinicas. Esta problematica sugiere que el control de la enfermedad podria verse
seriamente complicado en un futuro.

Por otra parte, la identificacion de factores de virulencia de E. histolytica, tales
como la lectina de unién a galactosa/N-acetilgalactosamina, las proteinas formadoras de
poros y las cisteina proteinasas ha permitido ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos involucrados en los procesos de infeccidon e invasion extra-intestinal del
parasito; sin embargo, la informacion hasta ahora generada no es suficiente para fines que
permitan plantear una solucién definitiva a este problema.

Ante este escenario, surge la necesidad de encaminar el tratamiento hacia la
busqueda, generacién y creacion de farmacos mas efectivos; lo cual involucra orientar la
investigacion hacia la identificacion y caracterizacion de componentes biogquimicos
indispensables para la sobrevivencia, crecimiento y desarrollo del parasito y que ademas,
puedan ser susceptibles de inhibicion o inactivacion.

El estudio de la enzima PDI cobra importancia dada su amplia distribucion y
papel multifuncional. En células eucariotas, la PDI es el principal catalizador de enlaces

disulfuro en el RE. La formacion de enlaces disulfuro es crucial para el plegamiento y
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estabilidad de muchas proteinas de secrecion; por lo que, la formacion lenta o incorrecta
de enlaces disulfuro puede llevar a la agregacion de proteinas y degradacion por
proteasas. Su actividad catalitica involucra actividad ditiol/disulfuro oxidasa e isomerasa,
pero su participacion en el plegamiento correcto de proteinas también exhibe actividad no
enzimatica, actuando como chaperona para evitar la agregacion de sus proteinas blanco y
que sean susceptibles de degradacion.

Dado que E. histolytica cuenta con un sistema de exportacion proteica poco
desarrollado, en comparacion con células eucariotas tipicas, el parasito depende en gran
medida de su actividad secretora y de las modificaciones bioquimicas que sufren las
proteinas en su curso hacia la membrana plasmatica o al espacio extracelular; inclusive,
el parésito depende de su habilidad para formar enlaces disulfuros correctos en proteinas
de exportacion, algunas ya identificadas como factores de virulencia. Por tales motivos,
estudios sobre efectos de distintos inhibidores sobre la actividad enziméatica de PDI
amibiana resultan de gran importancia, asumiendo que esta enzima se perfila como

potencial blanco farmacolégico.
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I11. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I11.1. Hipotesis

La enzima proteina disulfuro isomerasa de E. histolytica (EhPDI) exhibe
actividad oxidasa y es posible inhibirla utilizando bacitracina y algunos agentes

alquilantes.

111.2. Objetivo General

Evaluar la actividad oxidasa la enzima EhPDI mediante un ensayo de
replegamiento oxidativo de lisozima desnaturalizada-reducida y determinar el efecto
inhibitorio de bacitracina, DTNB y 4-DTDP sobre esta actividad.

111.3. Objetivos Especificos

1. Expresar y purificar la enzima EhPDI mediante protocolos estandar de
laboratorio.

2. Evaluar la actividad de la enzima EhPDI mediante un ensayo de
replegamiento oxidativo utilizando la lisozima desnaturalizada-reducida como
sustrato.

3. Determinar el efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad
oxidasa de la enzima EhPDI.

4. Determinar el efecto de bacitracina, 4,4 -ditiodipiridina y 5,5 -ditiobis-(acido
2-nitrobenzoico) como inhibidores de la actividad oxidasa de la enzima
EhPDI.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1V.1 Reactivos

Los reactivos quimicos grado BM o BT fueron adquiridos de la compafiia Sigma
de México. Las enzimas y marcadores de peso molecular fueron obtenidos de la
compafiia New England Biolabs. Los reactivos adquiridos de otras compafiias seran

indicados en paréntesis.

1.2 Plasmido, bacterias y medios de cultivo

1V.2.1. pQHPDI, plasmido de expresion de EhPDI
El ADN complementario codificante para el polipéptido maduro EhPDI fue
amplificado mediante PCR a partir del plasmido pBPelB:EhPDI y subclonado en el

Figura 6. Representacidon grafica del plasmido pQHPDI.
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vector

de expresion bacteriana pQE30 (Qiagen). El plasmido recombinante pQHPDI

(Figura 6) permite la expresion soluble de EhPDI etiquetada con un hexamero de

histidinas en el extremo amino terminal.

1V.2.2.

Bacterias y medios de cultivo

La expresion heterdloga de la proteina EhPDI fue realizada en cultivos de la

bacteria E. coli XL1 Blue MRF" (Stratagene). EI medio LB fue preparado siguiendo un

procedimiento estandar de laboratorio.

V.3 Expresion y purificacion de la enzima EhPDI

IV.3.1.
1.

o g ~ w

1\vV.3.2.

Expresion proteica

En condiciones estériles, se tomd una colonia de E. coli XL1 Blue MRF que
portaba el plasmido pQHPDI y se inocul6 en 3 mL de medio LB liquido
suplementado con ampicilina (150 pug/mL). El cultivo fue incubado durante la
noche a 37 °C y 300 rpm.

Al dia siguiente, 2.5 mL del cultivo fueron transferidos a 100 mL de medio LB
liquido suplementado con ampicilina (150 pg/mL).

El cultivo fue incubado durante 2 h a 37 °C y 300 rpm.

La expresion proteica fue inducida con IPTG a una concentracion final 0.1 mM.
El cultivo fue incubado durante 3 h a 37 °C y 300 rpm.

El paquete celular fue separado mediante centrifugacion durante 10 min a 5,000
rom y 4 °C. El sobrenadante fue descartado y se conservo el paquete celular en

hielo.

Lisis celular en condiciones desnaturalizantes
El paquete celular fue resuspendido en 5 mL de amortiguador de lisis (100 mM de
NaH,PQO,4, 10 mM de Tris-HCI; 8 M de urea; 10 mM de imidazol; pH 8.0). La

lisis celular fue facilitada mediante agitacion en vortex.
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1VV.3.3.

1VV.3.4.

La fraccion solubilizada fue separada mediante centrifugacion durante 10 min a
14,000 rpmy 4 °C.

El lisado bacteriano total (soluble y clarificado) fue utilizado para purificar la
enzima EhPDI mediante cromatografia de afinidad a niquel y exclusion

molecular.

Purificacion en condiciones renaturalizantes y reoxidantes

Una columna con 0.5 mL de colchdn de agarosa-NTA-Ni fue y equilibrarla con 5
volumenes del amortiguador de lisis.

El lisado bacteriano total (LT) fue cargado a la columna y la fraccion no pegada
fue descartada (NP).

La columna fue lavada (adicionalmente) con 5 vol de solucion de lisis y el
efluente fue descartado.

Posteriormente, la columna fue lavada con 10 vol de solucion renaturalizante y
oxidante (50 mM de NaH,PO,4; 300 mM de NaCl; 2 mM de GSH; 0.2 mM de
GSSG; 10 mM de imidazol; pH 8.0) y el efluente fue descartado (W1).

Enseguida, la columna fue lavada con 10 vol de solucion de lavado (50 mM de
NaH,PO4; 300 mM de NaCl; 2 mM de GSH; 0.2 mM de GSSG; 20 mM de
imidazol; pH 8.0) y el efluente fue descartado (W2).

Finalmente, la proteina fue eluida mediante la adicién de 4 a 5 volumenes de
solucion de elucion (50 mM de NaH,PO,4; 300 mM de NaCl; 2 mM de GSH; 0.2
mM de GSSG; 250 mM de imidazol; pH 8.0) y las fracciones fueron colectadas
en volumenes de 500 pL (E1-E5).

La cromatografia fue analizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
12.5% en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Se analizaron muestras de
10 pL de cada una de las fracciones obtenidas (LT, NP, W1, W2, E1-E5).

Estabilizacion de la enzima EhPDI purificada

Una columna de cromatografia de exclusion molecular PD10 (Amersham
Biosciencies) fue equilibrada con 25 mL de solucion 20 mM de Tris-HCI (pH
8.0).
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2. La solucion de proteina EhPDI (en un volumen final de 2.5 mL) fue cargada a la
columna PD10 y se descartd el efluente.
3. La proteina EhPDI fue eluida con 3.5 mL de solucién 20 mM de Tris-HCI (pH
8.0).
4. La concentracion final de la solucion de EhPDI fue determinada mediante
0.1% _

espectrofotometria a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar € =

0.788 y el peso molecular tedrico calculado de 37794 g/mol.

IV.4. Lisozima como sustrato

IV.4.1. Lisozima desnaturalizada y reducida (drLZM)

1. Enun microtubo, se mezclaron 10 mg de lisozima (LZM), 0.574 mg de cloruro de
guanidinio, 25 puL de 1 M Tris-HCI (pH 8.6) y 100 uL de 1 M DTT en un
volumen final de 1 mL (se utiliz6 agua destilada estéril como diluyente). Las
concentraciones finales fueron 10 mg/mL de LZM, 6 M de cloruro de guanidinio,
100 MM de DTT y 25 mM de Tris-HCI (pH 8.6).

2. La reaccion de desnaturalizacion y reduccion fue llevada a cabo durante 2 h a 37
°C.

3. La concentracion de LZM desnaturalizada y reducida fue determinada mediante

espectrofotometria a 280 nm, utilizando £** = 2.37.

IV.4.2. Lisozima nativa (nLZM)
1. Enun microtubo, se disolvieron 4 mg de LZM en 2 mL de agua destilada estéril.
2. La concentracion de LZM nativa fue determinada mediante espectrofotometria a

280 nm, utilizando %= 2.63.
1VV.4.3. Actividad litica de lisozima

1. Se prepar6 una suspension celular de M. lysodeikticus en amortiguador 0.1 M
KH,PO, (pH 6.2) a una concentracion final de 0.15 mg/mL.
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2. En una microplaca de titulacién, se mezclaron 200 pL de la suspension celular y
20 pL de la muestra de lisozima (nativa o recuperada).

3. La actividad litica fue evaluada mediante espectrofotometria a 450 nm. La
suspension pierde turbidez dependiente de la cantidad de enzima activa. La
velocidad la actividad litica fue medida en estado estacionario (10 min iniciales).

4. Las unidades de actividad litica fueron representadas como el cambio de 0.001 de

Ayso por min.

IV.5. Replegamiento oxidativo asistido por EhPDI

1. Inmediatamente antes de iniciar el ensayo, la drLZM fue diluida a 400 uM,
utilizando 0.1 M de &cido acético como diluyente.

2. La nLZM fue preparada a una concentracion final de 20 uM, utilizando agua
destilada estéril como diluyente.

3. El amortiguador de replegamiento 5X fue preparado considerando las
concentraciones siguientes: 500 mM HEPES (pH 7.0), 100 mM NaCl, 10 mM
EDTA y 25 mM MgCl,.

4. La mezcla redox (20X) fue preparada conteniendo 40 mM de glutation reducido
(GSH) y 8 mM de glutatién oxidado (GSSG).

5. Se prepararon varias mezclas de reaccién para analizar la actividad de
replegamiento oxidativo a diferentes concentraciones de EhPDI (0, 5, 10 y 20

uM). La siguiente tabla muestra los volumenes (pL) de una corrida tipica:

Concentracion de EhPDI (uM)

5 10 20

5X Amortiguador de replegamiento 40 40 40
drLZM 400 uM 15 15 15

EhPDI 32.9 uM 30.5 61 122

Agua destilada estéril 104.5 74 13

Redox 10 10 10

6. Simultaneamente, se prepararon mezclas control (carentes de EhPDI) que
contenian 1 uM nLZM y 5 uM de drLZM

7. Lamezcla redox (glutationes) fue la Ultima que se agregd a la reaccion.
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10.

11.

12.

13.

Las concentraciones finales en cada mezcla fueron: 100 mM HEPES (pH 7.0), 10
mM NaCl, 1 mM EDTA 2.5 mM MgCl,, 30 uM drLZM, 2 mM GSH y 0.4 mM
GSSG.

Una vez mezclados todos los componentes, las mezclas de reaccion fueron
incubadas a 37 °C.

La cinética de replegamiento oxidativo fue monitoreada durante 1 h, tomando una
alicuota de 10 pL cada 10 min.

Inmediatamente, las alicuotas fueron mezcladas con 10 uL de &cido acético 0.1 N
para detener la reaccion.

Cabe mencionar que los ensayos fueron realizados por triplicado. Ademas, se
emplearon dos preparaciones de EhPDI (32.9 y 43.65 uM); por lo tanto, los
volumenes fueron ajustados de acuerdo a la preparacion de enzima utilizada.

La cantidad de lisozima recuperada fue determinada mediante un ensayo estandar
para la evaluacion de la actividad litica sobre membranas bacterianas (Protocolo
IV.4.2).

IV.6. Efecto de la concentracion del sustrato en el replegamiento oxidativo asistido

por EhPDI

1. Inmediatamente antes de iniciar el ensayo, la drLZM fue diluida a 400 uM,
utilizando 0.1 M de &cido acético como diluyente.

2. La nLZM fue preparada a una concentracion final de 20 mM, utilizando agua
destilada estéril como diluyente.

3. El amortiguador de replegamiento 5X fue preparado considerando las
concentraciones siguientes: 500 mM HEPES (pH 7.0), 100 mM NaCl, 10 mM
EDTA y 25 mM MgCl,.

4. La mezcla redox (20X) fue preparada conteniendo 40 mM de glutatiéon reducido

(GSH) y 8 mM de glutatién oxidado (GSSG).
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5. Se prepararon varias mezclas de reaccién para analizar la actividad de
replegamiento oxidativo a diferentes concentraciones de drLZM (5, 10, 15, 20, 25

y 30 uM). La siguiente tabla muestra los volumenes (L) de una corrida tipica:

Concentracion de drLZM (uM)
5 10 15 20 25 30
5X Amortiguador de replegamiento 40 40 40 40 40 40
EhPDI 329 uM 61 61 61 61 61 61
drLZM 400 uM 25 5 75 10 125 15
Agua destilada estéril 865 84 815 79 765 74
Redox 10 10 10 10 10 10

6. Simultaneamente, se prepararon mezclas control (carentes de EhPDI) que
contenian 1 uM nLZM y 5 uM de drLZM

7. Lamezcla redox (glutationes) fue la ltima que se agreg6 a la reaccion.

8. Las concentraciones finales en cada mezcla fueron: 100 mM HEPES (pH 7.0), 10
mM NaCl, 1 mM EDTA 2.5 mM MgCl,, 10 uM EhPDI, 2 mM GSH y 0.4 mM
GSSG.

9. Una vez mezclados todos los componentes, las mezclas de reaccion fueron
colocadas a 37 °C.

10. La cinética de replegamiento oxidativo fue monitoreada durante 1 h, tomando una
alicuota de 10 pL cada 10 min.

11. Inmediatamente, las alicuotas fueron mezcladas con 10 pL de acido acético 0.1 N
para detener la reaccion.

12. Cabe mencionar que los ensayos fueron realizados por triplicado.

13. La cantidad de lisozima recuperada fue determinada mediante un ensayo estandar

de evaluacion la actividad litica sobre membranas bacterianas (Protocolo 1V.4.2.).

IV.7. Inhibicion del replegamiento oxidativo asistido por EhPDI

IV.7.1. Inhibicion por bacitracina
1. Inicialmente, la enzima EhPDI (20 uM) fue mezclada con diferentes
concentraciones de bacitracina. La siguiente tabla muestra los volumenes (uL) en

una corrida tipica:
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2.
3.
4.

5.

Concentracion de Bacitracina (uM)
811 676 540 405 270 135 67 0
Agua destilada estéril 422 442 462 482 502 522 532 542
43.65uM EhPDI 458 458 458 458 458 458 458 458
6.76 mM Bacitracina 12 10 8 6 4 2 1 0

La inhibicidn se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 30 min.

La actividad oxidasa de la EhPDI fue evaluada siguiendo el Protocolo 1V.5.
Brevemente, las reacciones de inhibicién fueron mezcladas con 40 pL de agua
destilada estéril, 40 puL de 5X amortiguador de replegamiento, 10 pL de 400 uM
de drLZM y 10 uL de la mezcla redox (iniciador). Inmediatamente, se colectaron
alicuotas durante 1 h (10 uL cada 10 min). La actividad litica recuperada
dependiente de la actividad oxidasa remanente fue determinada mediante el
Protocolo 1V.4.2.

Los ensayos de inhibicion fueron realizados por triplicado.

IV.7.2. Inhibicion por 5,5 -ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB, reactivo de

Ellman)

1.

Inicialmente, la enzima EhPDI (20 uM) fue mezclada con diferentes
concentraciones de DTNB. La siguiente tabla muestra los volimenes (uL) en una

corrida tipica:

Concentracion de DTNB (uM)
1310 1123 936 748 561 374 187 0

Agua destilada estéril 57 60 63 66 69 72 75 78
91.33 uM EhPDI 22 22 22 22 22 22 22 22
6.24mMDTNB 21 18 15 12 9 6 3 0

La inhibicidn se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 30 min.

La actividad oxidasa de la EhPDI fue evaluada siguiendo el Protocolo 1V.5.
Brevemente, las reacciones de inhibicion fueron mezcladas con 40 pL de agua
destilada estéril, 40 uL de 5X amortiguador de replegamiento, 10 pL de 400 uM
de drLZM y 10 uL de la mezcla redox (iniciador). Inmediatamente, se colectaron

alicuotas durante 1 h (10 puL cada 10 min). La actividad litica recuperada
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IV.7.3.

dependiente de la actividad oxidasa remanente fue determinada mediante el
Protocolo IV.4.2.
Los ensayos de inhibicion fueron realizados por triplicado.

Inhibicion por 4,4 -ditio-dipiridina (4-DTDP, Aldrithiol™-4)
Inicialmente, la enzima EhPDI (20 uM) fue mezclada con diferentes
concentraciones de 4-DTDP. La siguiente tabla muestra los volimenes (uL) en

una corrida tipica:

Concentracion de 4-DTDP (uM)
1526 763 610 457 305 152 76 0
Agua destilada estéril 58 68 70 72 74 76 77 78
91.33 uM EhPDI 22 22 22 22 22 22 22 22
7.63mM 4-DTDP 20 10 8 6 4 2 1 0

La inhibicidn se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 30 min.

La actividad oxidasa de la EhPDI fue evaluada siguiendo el Protocolo IV.5.
Brevemente, las reacciones de inhibicién fueron mezcladas con 40 pL de agua
destilada estéril, 40 pL de 5X amortiguador de replegamiento, 10 puL de 400 pM
de drLZM y 10 uL de la mezcla redox (iniciador). Inmediatamente, se colectaron
alicuotas durante 1 h (10 pL cada 10 min). La actividad litica recuperada
dependiente de la actividad oxidasa remanente fue determinada mediante el
Protocolo IV.4.2.

Los ensayos de inhibicion fueron realizados por triplicado.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

V.1. Expresion y purificacion de EhPDI

La enzima EhPDI recombinante fue expresada en Escherichia coli y exitosamente
purificada mediante cromatografia de afinidad a niquel. Posteriormente, la EhPDI
recombinante fue estabilizada en una solucion 20 mM Tris-HCI (pH 8.0).

Durante el desarrollo de este proyecto, varios lotes de EhPDI fueron obtenidos a
partir de cultivos de 100 mL. Brevemente, las células fueron cosechadas mediante
centrifugacion, la pastilla celular fue lisada en condiciones desnaturalizantes y la proteina
EhPDI fue pegada a la columna de agarosa-NTA-niquel. Para favorecer el plegamiento
en columna, ésta fue lavada con un amortiguador de condiciones renaturalizantes y
oxidantes. Posteriormente, EhPDI fue separada de la columna de agarosa-NAT-Ni
mediante competencia con imidazol.

La purificacion de EhPDI fue monitoreada mediante la recoleccion de muestras
de cada fraccion y andlisis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS. Como se
observa en la Figura 7, fue posible obtener la enzima EhPDI con un grado de pureza
mayor al 95% (estimado visualmente). Sin embargo, para eliminar los componentes del
amortiguador de elusién y estabilizar la proteina, se realizO un intercambio de
amortiguadores mediante cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna
PD10. Mediante este procedimiento fue posible obtener soluciones de la enzima EhPDI a

concentraciones entre 30 y 100 uM.

V.2. La actividad de la lisozima depende de un correcto estado oxidativo
La lisozima de clara de huevo de gallina contiene 4 enlaces disulfuro que son

importantes para su actividad litica. Esta bien documentado que los enlaces disulfuro

juegan un papel importante en la funcion de lisozima, ya que cuando estan reducidos, su

29



PM LT NP W1 W2 El E2 E3 E4 E5
80 —

50

30

25 —

20 —

Figura 7. Purificacion de EhPDI mediante cromatografia de afinidad a niquel.
Separacién de las fracciones proteicas en 12% SDS-PAGE. PM, marcador de peso
molecular (KDa); LT, proteinas totales; NP, fraccién no pegada; W1, lavado 1 (10 mM
IMZ); W2, lavado 2 (20 mM IMZ); E1 — E5, elusién 1 — 5 (250 mM IMZ).

actividad litica es nula; por tal motivo, ha sido utilizada como modelo de sustrato para
oxidorreductasas con actividad oxidasa.

La lisozima, en su forma desnaturalizada y reducida (drLZM), fue preparada
utilizando cloruro de guanidinio (como agente desnaturalizante) y ditiotreitol (como
agente reductor). La ausencia de actividad litica fue determinada mediante un ensayo

estandar de lisis de membranas bacterianas (Figura 8).

V.3. La enzima EhPDI exhibe actividad oxidasa

Para determinar la actividad oxidasa de EhPDI, inicialmente se realizé una
cinética de replegamiento oxidativo de lisozima desnaturalizada y reducida (30 uM) a
diferentes concentraciones de EhPDI (5, 10 y 20 uM). EIl ensayo fue realizado en dos

etapas: (1) una cinética de replegamiento oxidativo, en la cual EhPDI actua sobre drLZM
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Figura 8. Analisis de la actividad litica de lisozima desnaturalizada y reducida.
Unidades de lisozima presentes de una mezcla de reaccidn conteniendo (a) 1
uM nLZM y (m) 5 uM drLZM en ausencia de EhPDI. Las unidades de lisozima
corresponden al cambio de 0.001 en la Ays por min.

convirtiéndola en enzima activa. Esta cinética fue monitoreada durante 60 minutos; y (2)

un andlisis de la actividad litica recuperada.

En la Figura 9 (Tabla 1) se puede observar que la enzima EhPDI exhibe actividad

oxidasa (5, 10 y 20 uM). Cabe mencionar que, en las condiciones de reaccién, no se

observé replegamiento oxidativo mediado por la mezcla GSH/GSSG (en ausencia de la

Tabla 1. Unidades de lisozima recuperadas mediante replegamiento oxidativo asistido
por EhPDI, a diferentes concentraciones de oxidorreductasa. Las unidades de lisozima
corresponden al cambio de 0.001 en la Ayso por min. La media y la desviacion estandar
corresponden a tres experimentos independientes.

Tiempo EhPDI (uM)

(min) 5 10 20
0 0 0 0
10 3.50 (0.56) 4.17 (0.93) 5.17 (0.81)
20 5.77 (0.83) 6.93 (1.21) 8.33(1.80)
30 7.30 (0.72) 8.73 (1.79) 9.50 (1.95)
40 8.57 (1.17) 9.90 (1.93) 10.37 (2.14)
50 9.30 (1.39) 10.43 (1.89) 11.40 (2.72)
60 10.03 (1.64) 11.07 (2.21) 11.63 (2.22)
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Figura 9. Cinética de replegamiento oxidativo de drLZM asistido por diferentes
concentraciones de EhPDI. Los simbolos y concentraciones uM de EhPDI se
indican en la parte superior izquierda. Las unidades de lisozima corresponden al
cambio de 0.001 en la Ayso por min.

enzima EhPDI). Ademas, se puede observar que la velocidad inicial es dependiente de la

concentracion de EhPDI.

V.4. La actividad oxidasa de EhPDI depende de la concentracion de lisozima

La dependencia de la actividad oxidasa a la concentracion de sustrato se realizd
mediante ensayos de replegamiento oxidativo asistido por EhPDI (10 uM) a diferentes
concentraciones de lisozima (5, 10, 15, 20, 25 y 30 uM).

En la Figura 10 (Tabla 2) se puede observar que la velocidad enziméatica de
EhPDI es dependiente de la concentracion de sustrato (e.g. lisozima). Ademas, se puede

predecir que la actividad oxidasa es saturable a altas concentraciones del sustrato.
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Tabla 2. Unidades de lisozima recuperadas mediante replegamiento oxidativo asistido por EhPDI, a
diferentes concentraciones de sustrato. Las unidades de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la
Auso por min. La media y la desviacion estandar corresponden a tres experimentos independientes.

Tiempo drLZM (uM)
(min) 5 10 15 20 25 30
0 0 0 0 0 0 0
10 1.15(0.49) 1.80(0.30) 2.43(0.50) 2.67(1.14) 3.60 (1.04) 4.23 (1.70)

20 2.40(0.46) 3.63(0.70) 550(0.61) 593(0.64)  7.45(0.35)  8.13(0.51)
30 2.90(0.50) 3.97(0.84) 6.17(0.90) 7.95(1.77)  8.03(3.05)  10.85(2.33)
40 3.13(0.96) 5.50(1.30) 7.93(1.42) 9.63(3.20) 10.43 (1.55) 12.20 (2.61)
50 3.40(1.28) 5.93(0.90) 8.43(1.40) 10.00(1.85) 11.70 (1.56)  13.90 (2.26)
60 3.23(0.95) 5.10(1.21) 8.30(254) 9.90(2.40) 12.10(2.26) 16.13(3.91)
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Figura 10. Cinética de replegamiento oxidativo asistido por EhPDI a diferentes
concentraciones de drLZM. Los simbolos y concentraciones uM de drLZM se
indican en la parte superior izquierda. Las unidades de lisozima corresponden al
cambio de 0.001 en la Azso por min.

V.5. El antibidtico bacitracina inhibe la actividad oxidasa de EhPDI

Bacitracina es un antibiético polipeptidico conocido como inhibidor de enzimas
PDI. Para establecer la susceptibilidad de la enzima EhPDI a bacitracina, se realizaron
ensayos de inhibicion a diferentes concentraciones del inhibidor. La enzima EhPDI fue

pre-incubada con bacitracina durante 30 min. Posteriormente, se evaluo la actividad
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oxidasa remanente. Como se puede observar en la Figura 11 (Tabla 3), la actividad

oxidasa de EhPDI se inhibe al 100 % a una concentracion de 405 uM o mayor de

bacitracina.

Tabla 3. Unidades de lisozima recuperadas mediante replegamiento oxidativo asistido
por EhPDI, inhibida por diferentes concentraciones de bacitracina. Las unidades de
lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la A4so por min. La media y la desviacién
estandar corresponden a tres experimentos independientes.

Tiempo Bacitracina (mM)

(min) 0811 0.676 0540 0405 0.270 0.135 0.060 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0.17 0.07 -0.03 -0.03 0.13 1.27 2.00 2.60

(023) (0.21) (0.15) (0.23) (0.64) (0.25) (0.71) (0.61)
010 023 007 013 073 297 405 483

20 026 (023) (012 (0.06) (025 (0.35) (0.35) (0.23)
% 003 050 007 017 113 430 565 597
(0.15) (014 (012) (0.25) (0.59) (052) (0.78) (L70)
40 000 017 000 023 063 470 680  7.43
(036) (031) (0.14) (032) (0.29) (0.62) (113) (0.90)
i 043 017 010 027 113 503 745 820
(0.06) (021) (0.10) (0.31) (0.70) (0.25) (0.64) (L41)
" 043 043 007 040 093 58 910 815
(0.65) (045 (015 (0.35) (0.47) (0.15 (0.28) (0.92)
10.0+

0.811
0.676
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Figura 11. Cinética de replegamiento oxidativo de drLZM asistido por EhPDI
inhibida a diferentes concentraciones de bacitracina. Los simbolos y
concentraciones mM de inhibidor se indican en la parte superior izquierda. Las
unidades de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la A5, por min.
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V.6. El reactivo de Ellman inhibe la actividad oxidasa de EhPDI

El agente alquilante de tioles DTNB [5,5 -ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico), o
reactivo de Ellman] es un inhibidor ampliamente utilizado para bloquear el sitio activo de
enzimas PDI. A partir de una solucion concentrada de DTNB, se realizaron diferentes
mezclas de inhibicion de la enzima EhPDI.

La inhibicion fue realizada a temperatura ambiente durante 30 min v,
posteriormente, se evaluo la actividad oxidasa remanente.

Como se puede observar en la Figura 12 (Tabla 4), el reactivo de Ellman no
inhibe al 100 % la actividad oxidasa de EhPDI, ya que se observa actividad remanente a
una alta concentracion del inhibidor (1.31 mM).

La observacion anterior sugiere que la modificacion quimica que sufre el sitio
activo puede ser reversible, ya que una de las cisteinas del motivo redox (CXXC) es
capaz de actuar como nucleéfilo y romper el enlace ditiol formado con el agente

alquilante.

Tabla 4. Unidades de lisozima recuperadas mediante replegamiento oxidativo
asistido por EhPDI, inhibida por diferentes concentraciones de DTNB. Las unidades
de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la Aysy por min. La media y la
desviacién estandar corresponden a tres experimentos independientes.

Tiempo DTNB (mM)
(min) 1.31 0.624  0.499 0.374  0.124  0.062 0
0 0 0 0 0 0 0 0

-0.43 1.10 1.90 2.35 2.43 2.77 3.03

10 (1.19)  (0.95) (0.36) (0.35)  (0.40)  (0.47)  (0.67)
20 1.20 2.97 3.40 400 463 470 507
(0.17)  (1.01) (1.04) (0.71)  (0.40)  (0.28)  (0.47)
20 1.63 3.27 4.70 4.77 6.10 5.77 7.00
(0.40)  (1.22) (0.36) (0.64) (1.56) (0.12)  (0.36)
20 2.27 410 550 5.87 7.20 6.60 8.00
(0.40)  (0.57) (0.52) (0.75)  (0.79)  (0.00)  (0.85)
50 2.53 5.25 6.60 6.30 7.37 7.35 8.55
0.06) (0.21)  (0.46) (0.85) (0.72)  (0.35)  (0.64)
60 3.57 6.20 6.55 7.17 7.80 8.17 9.17

(045) (0.87) (0.21) (0.81) (0.7))  (0.70)  (0.85)
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Figura 12. Cinética de replegamiento oxidativo de drLZM asistido por EhPDI
inhibida a diferentes concentraciones de reactivo de Ellman. Los simbolos y
concentraciones mM de inhibidor se indican en la parte superior izquierda. Las
unidades de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la A4so por min.

V.7. El reactivo Aldrithiol™-4 inhibe la actividad oxidasa de EnPDI

Por razones similares a DTNB, el agente alquilante de tioles Aldrithiol™-4 (4,4’ -
ditio-dipiridina, 4-DTDP) es un inhibidor utilizado para bloquear el sitio activo de
enzimas PDI. A partir de una solucion concentrada de reactivo de 4-DTDP, se realizaron
diferentes mezclas de inhibicion de la enzima EhPDI.

La inhibicion fue realizada a temperatura ambiente durante 30 min v,
posteriormente, se evalu6 la actividad oxidasa remanente.

Como se puede observar en la Figura 13 (Tabla 5), 4-DTDP no inhibe al 100 % la
actividad oxidasa de EhPDI, ya que se observa actividad remanente a una alta

concentracion del inhibidor (1.52 mM).
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Tabla 5. Unidades de lisozima recuperadas mediante replegamiento oxidativo
asistido por EhPDI, inhibida por diferentes concentraciones de Aldrithiol™-4, Las
unidades de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la Asso por min. La
media y la desviacion estandar corresponden a tres experimentos independientes.

Tiempo Aldrithiol™-4 (mM)
(min) 0 0.076 0.305 0.457 0.61 1.52
0 0 0 0 0 0 0
10 2.80 2.50 2.10 2.13 1.97 1.30
(0.40) (0.38) (0.47) (0.45) (0.47) (0.40)
20 4.77 4.20 4.00 3.63 3.20 2.30
(0.62) (0.35) (0.81) (0.43) (0.10) (0.31)
30 6.23 5.63 5.17 4.47 3.83 2.57
(0.69) (0.39) (0.86) (0.70) (0.30) (0.63)
40 7.33 6.23 5.93 5.60 4,93 2.90
/0.98) (0.38) (0.71) (0.46) (0.46) (0.50)
50 7.43 6.43 6.80 6.43 5.40 3.17
(1.13) (0.15) (0.91) (0.38) (0.23) (0.79)
60 8.33 6.77 7.20 6.97 6.10 4.17

(085  (0.83)  (101)  (1.07)  (057)  (0.58)

Esto sugiere que la modificacion quimica que sufre el sitio activo puede ser
reversible, ya que una de las cisteinas del motivo redox (CXXC) es capaz de actuar como

10.0+
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Figura 13. Cinética de replegamiento oxidativo de drLZM asistido por EhPDI
inhibida a diferentes concentraciones de Aldrithiol™-4, Los simbolos y
concentraciones mM de inhibidor se indican en la parte superior izquierda. Las
unidades de lisozima corresponden al cambio de 0.001 en la Azso por min.
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nucleofilo y romper el enlace ditiol formado con el agente alquilante. Ademas,

comparado con el reactivo de Ellman, 4-DTDP es menos eficiente como inhibidor.

V.8. Los inhibidores de la actividad oxidasa de EnPDI exhiben diferentes Clsg

Como se puede observar en la Figura 14, los tres inhibidores exhiben un perfil de
inhibicion diferente. Bacitracina, es el mejor inhibidor ya que logra inactivar al 100 % la
actividad oxidasa de EhPDI. Ademas, es el que exhibe la menor Clso (172 puM, Tabla 6).

Por otro lado, los agentes alquilantes exhiben un perfil de inhibicion reversible
(como ya se menciond anteriormente). Ademas, en las condiciones utilizadas, no
alcanzan una inhibicion superior al 80 %. Finalmente, de los tres inhibidores utilizados

para estudiar la actividad oxidasa de EhPDI, 4-DTDP es el reactivo que exhibe la menor

eficiencia.
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Figura 14. Efecto de inhibidores sobre la actividad oxidasa de EhPDI. Los
simbolos e inhibidor se indican en la parte inferior izquierda. Las unidades de
actividad oxidasa corresponden al cambio en las unidades de lisozima
recuperada por min de replegamiento oxidativo asistido por EhPDI (en el estado
estacionario de la actividad enzimatica).
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Tabla 6. Efecto de inhibidores sobre la actividad
oxidasa de EhPDI. El valor uM de la concentracion
inhibitoria media (Clsp) y el intervalo de confianza al
95 % se muestra para cada inhibidor.

Clsg IC95 %
Bacitracina 172.0 152.3-194.2
DTNB 552.1 466.2 - 653.9
Aldrithiol™-4 611.3 580.2 - 644.2
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VI. CONCLUSIONES

1) Mediante el plasmido de expresion citosolica pQHPDI, que contiene la region
codificante del péptido maduro para la PDI amibiana etiquetada con hexamero de
histidinas en el extremo amino-terminal, fue posible expresar la proteina recombinante a
partir de extractos bacterianos, seguida de dos procesos de purificacion: afinidad a
metales (Ni) y exclusion molecular (PD-10). Los rendimientos obtenidos (mayor a 95 %)
seflalan que los procedimientos aplicados fueron los adecuados para cumplir
exitosamente la etapa de expresion y purificacion de EhPDI.

2) El procedimiento de reduccion y desnaturalizacion de lisozima empleando los
agentes quimicos DTT vy cloruro de guanidinio fue adecuadamente aplicado para
inactivar a lisozima. En las condiciones de nuestro ensayo, no se observé replegamiento
oxidativo de lisozima catalizado por los agentes redox (GSH/GSSG) en ausencia de
enzima; sin embargo, a concentraciones de 5, 10 y 20 uM de EhPDI se lograron
recuperaciones significativas de lisozima, indicando que EhPDI exhibe actividad oxidasa
in vitro.

3) La actividad oxidasa de la enzima EhPDI es dependiente de la concentracion
de sustrato; aun mas, se puede predecir que se logra la saturacién enzimética a
concentraciones mayores de 30 uM del sustrato, lisozima desnaturalizada y reducida.

4) La actividad oxidasa de la enzima EhPDI puede ser inhibida por el antibiético
bacitracina y los agentes alquilantes (4-DTDP, DTNB). Las concentraciones inhibitorias
se encuentran en el orden micromolar (uM); sin embargo, los agentes alquilantes no
inhiben al 100 % la actividad oxidasa de EhPDI.

5) La enzima EhPDI reportada en este trabajo es la primera proteina estudiada a
nivel bioguimico que participa en el mecanismo de formacion y rearreglo de enlaces
disulfuro en el parasito E. histolytica. Ademas, esta enzima EhPDI puede ser utilizada
con fines farmacologicos (disefio de inhibidores) y biotecnoldgicos (replegamiento
asistido in vitro de proteinas).
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