UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias e Ingenieria
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS

Mutagénesis y analisis funcional del dominio D
de la enzima proteina disulfuro isomerasa de

Entamoeba histolytica

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA

Q.F.B. ZEILA YAZMIN PAEZ HERNANDEZ

Tijuana, B. C. Agosto de 2012.



El presente trabajo de investigacion fue realizado en el
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la

Universidad Autonoma de Baja California

Bajo la Co-Direccion de
DRA. ROSA ELENA MARES ALEJANDRE

DR. MARCO ANTONIO RAMOS IBARRA

Para la realizacion de este trabajo se obtuvo financiamiento del
CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
(Financiamiento 155714, Fondo Sectorial SEP-CONACYT 2010 para Ciencia Basica)
PROGRAMA DE MEJORAMIENTO DEL PROFESORADO

(Financiamiento para la Incorporacion de Nuevos PTC, Convocatoria 2011)



Dedicada con todo mi carifio...

A mis dos amores que ya no estan fisicamente, pero que me acompafian en cada dia de

mi vida tal como lo han hecho siempre. Mi fortaleza Dofia Teo y mi tio querido.

A mi hermano Gregorio por brindarme las herramientas necesarias para forjar mi

camino y lograr mis propositos.

A mi madre por todo el amor y el esfuerzo invertido, por darme la oportunidad de estar

aqui y la libertad de tomar mis propias decisiones.

A mis queridos hermanos Isabel, Miguel, Andrea y Laura por acompafiarme y apoyarme

en este camino.

Los amo.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Maco Antonio Ramos Ibarra por su incomparable direccidn, por apoyarme tanto
en la realizacion de este proyecto como a nivel personal, por despertar en mi el interés

por descubrir; y por supuesto, por soportarme dentro del laboratorio.

A la Dra. Rosa Elena Mares Alejandre por su comprensiva paciencia, los consejos, las

ensefianzas y los buenos recuerdos.

Al Dr. José Manuel Cornejo Bravo y al Dr. Samuel Guillermo Meléndez Lépez por
sus acertados consejos.

A mis queridos amigos Victor, lvan, José, Reme, Bibi, Claudia, Ale, David y

Giovanni por acompafiarme y hacer de esta experiencia algo extraordinario.

A mis compafieros del laboratorio de Biotecnologia por todo el apoyo desinteresado y la

disfrutable compafiia.
A ti por las galletas, tu apoyo y tu carifio... Te quiero.

A todos ustedes que hicieron de esta etapa de mi vida una experiencia incomparable y

hermosa.

Muchas gracias!



TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS .....ooooieeeieee ettt esee st ses sttt sasna s sn st asss s s sanes e, 7
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt sttt n st 8
ABREVIATURAS .t bt bttt s bt bttt s bt et e bt e nbesbeenbenre s 9
1. INTRODUGCCION ......oooviiiieieseeieese et 10
1.1. Amibiasis y Entamoeba NiStOIYtICa ..o 10
1.1.1. AMIDTASHS vttt 10

1.1.2. ENtamoeba NiStOIVEICA .......oviviriiiiiicc e 10

1.1.3. CHCIO A VIdA ...ttt 11

1.1.4. DiagndstiCo Y trat@miIBNTO .........cvivirieiiterieisie ettt 12

1.1.5. FiSIOPALOIOGIA. ...ttt e 12

1.1.6. VIFUIBINCIA ..ottt 13

1.2. Proteina disulfuro iSOmMerasa (PDI)........ccccciiiiiiiiieee e 15
1.2.1. IMPOIrtanCia A8 PDI ......c.ooieice et st nre e 15

1.2.2. Familia de PDI ..o e 16

1.2.3. Familia PDI de E. hiStOIYHICA .....c.cccviiieiie e 16

1.2.4, EhPDI como modelo de PDI amibi@na .........ccooeoveireiiineiineese s 17

1.3. e A [o 0] (o N =TaTo (o] o] = ] ¢ Lot RSOOSR 18
1.3.1. Mecanismo de retencidn en el RE..........coooiiiiiiiiiic e 19

1.3.2. Evidencia del reticulo endoplasmico en E. hiStoIVica ........cccoeiviieiiiiiiiieccee 19

1.4. Saccharomyces cerevisiae como MOl ..o 20
14.1. S. cerevisiae como célula eucardtica MOdelo .........ooveiveriiiiiici 20

1.4.2. S. cerevisiae como MOdelo heterdlogo........ccuvviiririiiiiiee s 21

1.5. PDI de Dictyostelium DiSCOIIBUM.......ciiiiieiecieeiese et ste et se e sre e ae e e e e saaeaesraesrees 21
2. JUSTIFICACION ..ot ee et 22
3. HIPOTESIS Y OBIETIVOS ..ot senas s asnensanannens 23
3.1 L L0 To] T 1P 23
3.2. ODJELIVO GENEBTAL ...ttt e e bbbt sttt s e e e e e nbe e 23
3.3. ODbJEtIVOS ESPECITICOS ...iuviviitiiieicte ettt sttt r et ens 23
4. MATERIALES Y METODOS ......ooviiiveiieeeesseseeteseseeessesissessesss s ssssessansnsenes 24
4.1. Reactivos DiolOgIiCOS Y QUIMICOS ......cuuiiiiiirieieiseeis ettt 24
41.1. OligonuCIeOtidOs SINTELICOS..........cviriieririeciiree e 24

4.1.2. o P TS 41 T [0S 24

4.1.3. Células y Medios de CUILIVO .....c..cuiviiiiiriiicii s 25

4.1.4. Enzimas y otros reactivos DIolOQICOS. ........civiiiiiiiiciie e 26

4.1.5. REACHIVOS QUIMICOS ....veviietieie ettt sttt et s ebesne e 26

4.1.6. Sistemas de PUIITICACION .......ooviiiiiicie s 27

4.2. EQUIPOS ..ttt bbb b bR R e e e Rt bbb b e Rt e nne b 27
4.3. ProtoCOI0S QENEIAIES ......cuiiiiiiiieei ettt sb e bbbttt e e b e 27



44.

4.5.

4.6.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

5.6.

4.3.1. Condiciones tipicas de amplificacion (PCR) .......cccocvveiiiiiieeieieese e 27

4.3.2. Purificacion de productos de la reaccion de PCR.........ccccocvveeieie s 28
4.3.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa ..........c.cccevvevevvevveniennnn, 28
4.3.4. Purificacion de ADN plasmidiCo .........cccourreiirniiininiiineee e 28
4.3.5.  Analisis de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa..........c.cccoveeernrennicienennns 29
4.3.6. Transformacion DaCEriANa ..........cccveviririeiiie e 29
Construccion de plasmido pYEhPDI2, portador de EhPDI silvestre.........cc.ccoccovvevieniiennnn, 29
44.1. Preparacion del inSerto y €l VECIOT........cccooeiiiiiiricsee e 30
4.4.2. Clonacion del plasmido reCOMBINANTE ..........ccooiiieririeiieire e 30
Construccion de las variantes por delecion del dominio D de EnPDI2............cccccoevevriennen. 31
45.1. Diseflo de oligonUCIEOLIAOS. .......cveivieiece e e e 31
45.2. Preparacion de 10S INSEITOS ........ucvieiveriiiieieetiee ettt e e e sr et re st re e ee e e e s 31
45.3. Clonacién del plasmidos reCombIiNANLES ........ccccveieriiieieiisie e 32
Complementacion y analisis funcional de EnPDI2 y sus variantes...........ccocvevviieneenennnn, 33
46.1. Preparacion de células de levadura electrocoOmpetentes..........oovvereivineiinineiccsieeas 33
4.6.2. Transformacion de células de 1evadura...........coccovvvviiiiiieicce e 33
4.6.3. Intercambio de plasmido y rescate del fenotipo letal ...........ccooevevviiiieiiicie e 34
4.6.4. Analisis mediante aUXOTrOfIAS........oivieie i e 34
4.6.5. ANALISIS MEAIANTE PCR ...t sttt nee e 34
4.6.6. Anélisis mediante curvas de CreCiMieNtO.........covveiiereisiere e 35
RESULTADOS Y DISCUSIONES ...ttt 36
El dominio D de EhPDI predice 5 o-hélices ..........ccocoviiiiiiiiiiiiic, 36
Generacion de un plasmido portador de ENPDI NAtiva ........ccccooveieveniienescceceeese s 38
EhPDI2 complementa a la mutante APDI1 de levadura ...........ccccooovevviveicesicceece e, 39
Generacion de plasmidos portadores de variantes del dominio D de EhPDI ...................... 41

El dominio D de EhPDI, aparentemente, no participa en el mecanismo de retencion
intracelular de proteinas en 1eVadura ... 42

En levadura, EhPDI es retenida intracelularmente por un mecanismo independiente de la

secuencia HDEL y del dominio D .......cocoiiiiiiiiiienec ettt 44
CONCLUSIONES ... .ottt sttt snae et nee e e 46
REFERENCIAS . ...ttt sttt et snae e 48



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo vital de E. NIStOIYEICA...........ccveiiiiiiiiiieeee s 11
Figura 2. Espécimen intestinal de un paciente con colitis amibiana aguda. ..........ccccoceeverrennnen. 13
Figura 3. Espécimen de un paciente con absceso hepatico amibiano. ...........ccccccevevvevein e, 13
Figura 4. Representacion esquematica de la estructura primaria de la EnPDI. ............c.ccooeveneee. 17

Figura 5. Modelo de recuperacién de proteinas solubles residentes de reticulo endoplasmico..... 18
Figura 6. Expresion y visualizacion de la proteina de GFP-KDEL en E. histolytica. ................... 20
Figura 7. Patrén de remociones seriadas del dominio D de la proteina EhPDI. .............cccuenee. 31

Figura 8. Alineamiento de secuencias de los dominios D de las proteinas EhPDI y DdPDI, en
comparacion con la secuencia homoéloga la proteina Erp29 de murino..........cccccceevvenennes 36

Figura 9. Prediccidn de la estructura terciaria del dominio D de EhPDI basado en homologia de

secuencias, usando como modelo al dominio D de Erp29 murino. .......c.cccceevevvvvieennenne. 37
Figura 10. Analisis endonucleotidico preliminar del plasmido pYEhPDI2...........ccccoovviiiiennen. 38
Figura 11. Caracterizacién molecular del plasmido pYEhPDI2 (clona 1).......cccccceeevveveiniiennnnne. 39

Figura 12. Anélisis funcional de EnPDI2 mediante complementacién de la mutante APDI1 de S.
CEIRVISTAE. ..tttk ettt b bbbt b bbbt b bbbt b e ars 39

Figura 13. Andlisis de auxotrofias de las complementantes EnPDI2 en la mutante APDI1 de S.
00=] =V - TSRS PRPTTO 40

Figura 14. Andlisis de la presencia episomal de pYEhPDI2, y ausencia de pCT38, en

COMPIEMENTANTES. ...ttt bbbttt bbb 41
Figura 15. Andlisis molecular de los plasmidos pYEhPDI2/DDR. ..........ccccooceieieieiiennsenesenenes 41
Figura 16. Analisis molecular de los plasmidos pYEhPDI2/DDF............cccccoieiieniennensennens 42

Figura 17. Andlisis funcional de las variantes del dominio D de EhPDI mediante
complementacion de la mutante APDIL de S. CEreViSiae.........ccoeververieeeeeeseeesesesienns 43


file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022315
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022316
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022317
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022318
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022319
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022320
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022321
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022322
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022322
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022323
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022323
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022324
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022325
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022326
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022326
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022327
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022327
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022328
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022328
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022329
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022330
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022331
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Vostro1440/Marco%20Ramos/Desktop/Lab%20BIOTECH%20Reports/Zeila%20Paez/20120723_TESIS_Maestría_ZYPH.docx%23_Toc332022331

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Oligonucletidos SINTELICOS. .......ciiiieierieriesieieiee et eeneas 24

Tabla 2. PIASMIAOS ULTHTIZAAOS. .....eeeeeeeeee ettt e et e e e et e e e et e e e e e e e eneeeeeaens 25



ABREVIATURAS

CP

Dd

Ed
Eh
Gal
GFP
KDa

NAcGal
p29

pb

PCR
PDI

RE

Trx

Carboxilo

Cisteina proteinasa

Dictyostelium

Dictyostelium discoideum

Entamoeba

Entamoeba dispar

Entamoeba histolytica

Galactosa

Green fluorescent protein (Proteina verde fluorescente)
Kilodalton

Amino

N-acetilgalactosamina

Peroxirredoxina de 29 KDa

Pares de bases

Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Proteina disulfuro isomerasa

Reticulo endoplasmico

Tiorredoxina



1. INTRODUCCION

1.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica

1.1.1. Amibiasis

La amibiasis est4 definida como la infeccion intestinal o extra-intestinal causada
por el parésito protozoario Entamoeba histolytica. Esta enfermedad es una importante
causa de morbilidad y mortalidad en paises sub-desarrollados, prevaleciendo en las areas
tropicales. En México, la amibiasis es una de las 20 principales causas de enfermedad,
encontrandose anualmente entre el quinto y sexto lugar. Gracias a la mejora en el acceso
a farmacos anti-amibianos, el indice de mortalidad derivado de complicaciones severas
ha disminuido en los ultimos 40 afios; sin embargo, un estudio sero-epidemioldgico
reciente report6 que el 8.41% de la poblacion mexicana ha desarrollado anticuerpos anti-
amibianos circulantes, lo cual indica una alta exposicion al parésito [Ximénez et al.,
2009].

1.1.2. Entamoeba histolytica

El parésito protozoario causante de la amibiasis es un organismo eucariota
unicelular estructuralmente simple, carente de peroxisomas y mitocondrias. Los trabajos
pioneros sobre la morfologia de E. histolytica revelaron la aparente carencia de
estructuras diferenciadas; hasta ahora, s6lo es posible apreciar un citosol abundante en
vesiculas no diferenciadas y vacuolas de varios tamafos. Ademas, no se ha encontrado
evidencia de estructuras citoesqueléticas regulares ni de arreglos tubo-vesiculares
semejantes a reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Sin embargo, la poca evidencia
morfologica y bioquimica disponible sefiala hacia un sistema endomembranoso muy
primitivo, diferente al observado en metacariotes [Sdnchez-Ldpez et al., 2000].

La secuenciacion automatica y publicacion del genoma de E. histolytica en 2005
le proporcion6 a la comunidad cientifica una primera huella genética del parasito, la cual

ha ido mejorando para obtener un conjunto de datos de alta calidad, revelando un tamafio
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mas acertado. EI genoma de la cepa amibiana HM1:IMSS consiste de 20,799,072 pb y
codifica para 8201 genes [Lorenzi et al., 2010]. Mediante el uso bases de datos de
familias de proteinas, tales como Pfam y Prosite, se ha logrado comparar a las secuencias
codificantes amibianas, lo cual ha conllevado a la caracterizacion hipotética de proteinas
cuya funcién aun es desconocida. Aunque la similitud de secuencias no debe asegurar las
concordancias funcionales no demostradas, las bases de datos permiten especulaciones

mas acertadas acerca del papel de una proteina de interés [Golchrist y Petri, 2009].

1.1.3. Ciclo de vida

La Figura 1 esquematiza el ciclo bioldgico de E. histolytica. Inicialmente, durante
el movimiento intestinal, los quistes y trofozoitos pasan a las heces. Tipicamente, los
quistes son encontrados en heces formadas (sélidas), mientras que los trofozoitos en
heces diarreicas. La infeccion por E. histolytica ocurre por ingestion del quiste maduro en
alimentos, bebidas 0 manos contaminadas con quistes. EI desenquistamiento ocurre en el
intestino delgado y los trofozoitos liberados migran hacia el intestino grueso. Los
trofozoitos en la region ileo-cecal pueden
multiplicarse por fisién binaria y adherirse a
la mucosa intestinal, o bien, gracias al
movimiento peristaltico, seguir el curso
hacia el exterior, enquistarse y eliminarse en
las heces.

Los quistes pueden sobrevivir dias o
semanas en el ambiente externo, debido a la
proteccion que le brinda una pared
quitinosa; en cambio, los trofozoitos

liberados en heces diarreicas son

rapidamente destruidos, por su sensibilidad

[&]- colonizacidn no invasiva

al medio ambiente; ademas, en caso de ser ool [B] - Enformodod it

[ - evtermedad extraintesting

ingeridos, no sobreviven la exposicién al

. _— Figura 1. Ciclo vital de E. histolytica.
ambiente géastrico. En muchos casos, los & Y

trofozoitos permanecen confinados a la luz Tomado del sitio CDC (http://www.cdc.gov/
parasites/amebiasis/ biology.html)
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intestinal (infeccion no invasiva) en individuos que son portadores. Por otro lado, en
algunos pacientes los trofozoitos pueden invadir la mucosa intestinal (enfermedad
intestinal), o a través del torrente sanguineo, pasar a sitios extra-intestinales como el
higado, los pulmones y el cerebro (enfermedad extra-intestinal), resultando en

manifestaciones patoldgicas [Centro de Control de Enfermedades (CDC)].

1.1.4. Diagnéstico y tratamiento

Debido a la gran similitud morfoldgica de E. histolytica y E. dispar (especie no
patdgena), es necesario que el diagnostico de amibiasis sea capaz de discernir entre
ambas especies. Ante esta necesidad, se han desarrollado métodos mas eficaces que el
simple diagndstico asistido por microscopia, tales como el cultivo celular, andlisis de
zimodemos, colonoscopia, biopsias, inmunoensayos y algunas técnicas basadas en
biologia molecular (PCR convencional y en tiempo real), entre otras [Paul et al., 2007].

Por otro lado, se ha optado tratar la amibiasis con derivados de nitroimidazoles,
como metronidazol, tinidazol y secnidazol, siendo el metronidazol el fA&rmaco de primera
eleccion (tanto para amibiasis intestinal como extra-intestinal) debido a su accion
altamente letal contra los trofozoitos, farmacocinética favorable, excelente
biodisponibilidad y amplia distribucion en las paredes intestinales y la mayoria de los
tejidos [Salles et al., 2007].

1.1.5. Fisiopatologia

Las principales manifestaciones clinicas de la infeccion por E. histolytica son la
colitis amibiana (intestinal) y el absceso hepatico amibiano (extra-intestinal); ademas de
otras patologias invasivas, como infecciones del tracto respiratorio y la amibiasis cerebral
0 genitourinaria, entre otros.

Colitis amibiana. La colitis amibiana (Figura 2) se caracteriza por la ulceracion e
inflamacién del colon, la cual inicia cuando el trofozoito tiene contacto con la capa
mucosa y la degrada, accediendo a la superficie epitelial y permitiendo la adhesion
celular, lo cual desencadena la expresion de su actividad citolitica y la induccion de la
respuesta inflamatoria del hospedero [Bansal et al., 2009]; ocasionando desde la erosion

superficial de la mucosa colonizada hasta la formacion de Ulceras profundas (en forma de
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botella) con bordes que socavan la
mucosa y se extienden
profundamente en el tejido
[Mortimer y Chadee, 2010]. Esta
patologia tiene  manifestaciones
clinicas caracteristicas que incluyen
disenteria o diarrea con sangre,
colitis ~ fulminante,  apendicitis
amiboide y amiboma de colon
[Espinoza-Catellano 'y Martinez-
Palomo, 2000]. La inflamacion del

intestino puede ser tan severa que la

colitis amibiana suele ser confundida con la enfermedad inflamatoria intestinal.

Figura 2. Espécimen intestinal de un paciente

con colitis amibiana aguda.

Tomado de Espinoza-Castellano y Martinez-Palomo,

2000.

Absceso hepatico amibiano. El dafio hepatico (Figura 3) resulta de la migracion

de los trofozoitos del colon hacia el higado, lo cual sucede una vez que éstos han

penetrado al sistema porta, resistido el estrés que representa este nuevo ambiente, y

seguido el flujo hasta el higado [Santi-Rocca et al., 2009]. Estos abscesos son regiones

limitadas de hepatocitos muertos, células licuadas y restos celulares, rodeados por un

borde de tejido conectivo, algunas células inflamatorias y trofozoitos [Stanley, 2001]. Las

complicaciones mas frecuentes de esta patologia incluyen diseminacion de las lesiones

amibianas a estructuras cercanas
como diafragma, espacio subfrénico,
pleura, pulmones y pericardio [Salles
et al., 2007].

1.1.6. Virulencia

La  virulencia de E.
histolytica ha sido considerada como
un proceso multifactorial, que
incluye interacciones especificas a
nivel celular y molecular. Se han

Figura 3. Espécimen de un paciente con

absceso hepatico amibiano.

Tomado de http://www.stanford.edu/class/humbio103/

ParaSites2006/Amoebiasis/
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relacionado a un numero limitado de componentes amibianos como factores de
virulencia, los cuales le permiten: (i) citoadherencia, mediada por una lectina de unién a
residuos de galactosa y N-acetil-galactosamina; (ii) citolisis, inducida por tres proteinas
formadoras de poros y una familia de cisteina proteinasas; y (iii) resistencia a especies
reactivas de oxigeno, mediada por una peroxirredoxina, entre otros [Padilla-Vaca et al.,
1999; Que et al., 2003; Santi-Rocca et al., 2009].

Lectina de unién a residuos de galactosa y N-acetil-galactosamina. La
destruccion de la células hospedero inicia una vez que el trofozoito ha tenido contacto
con la célula diana, accion que es mediada por algunos factores de virulencia clave,
iniciando con la lectina de union a Gal/NAcGal, la cual consiste de una subunidad pesada
(hgl, 170 KDa) y una ligera (Igl, 31-35 KDa), unidas por enlaces disulfuro. Se ha
observado que hgl tiene un dominio de unién a carbohidratos, el cual participa en la
adhesion a las células diana; aunque la funcion de Igl no ha sido completamente
estudiada, se ha encontrado que la regulacion negativa de esta subunidad, en algunos
casos, puede regular la virulencia del paréasito [Padilla-Vaca et al., 1999].

Cisteina proteinasas. Otro grupo importante de factores de virulencia amibiana es
una familia de cisteina proteinasas (CPs) que se encargan principalmente de degradar la
matriz extracelular. Aun cuando el proyecto genoma de E. histolytica ha mostrado la
presencia de al menos 40 genes codificantes para CPs, pocos son expresados en
trofozoitos, donde la EhCP1 es una de las mayormente expresadas. En general, se ha
encontrado que las CPs purificadas, recombinantes o nativas, hidrolizan colageno,
elastina, fibrindgeno y laminina, los cuales son elementos de la matriz extracelular;
explicando la capacidad litica e invasiva del parasito. Ademas, son habiles para degradar
elementos de la inmunidad humoral, como la IgA e IgG; y pueden interferir en la ruta
alternativa del complemento, cortando la cadena a del componente C3 del complemento
y degradando las anafilotoxinas C3a y Cba, lo cual correlaciona con la relativa escases de
neutrofilos en abscesos hepaticos amibianos [Que et al., 2003, Meléndez-L6pez et al.,
2007].

Proteinas formadoras de poro. Los amibaporo (proteinas formadoras de poro) son
una familia de proteinas membranales, contenidas en vesiculas citopldsmicas de los

trofozoitos, que juegan un papel muy importante en la virulencia del parasito, ya que se
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consideran como los posibles mediadores de su actividad asesina. Estos componentes
amibianos son capaces de lisar una amplia gama de células, incluyendo bacterianas y del
hospedero, mediante la formacién de poros en sus membranas (por oligomerizacion),
afectando la integridad de la célula diana. La actividad permeabilizante de los amibaporo
es dependiente del valor de pH del medio ambiente y de la protonacion de un residuo de
histidina; ya que, a valores de pH bajos (4 a 6), la forma protonada del residuo de
histidina desencadena la dimerizacion y, posteriormente, la formacion de estados
oligoméricos de la proteina. Existen en tres isoformas de amibaporo (A, B, y C), las
cuales consisten de 77 residuos de aminodcidos. La estructura del amibaporo A, el
principal factor de virulencia de esta familia y mayormente estudiado, consistente de 5 a-
hélices unidas por enlaces disulfuro, es ampliamente compartida por las isoformas By C,
tal como ha sido revelado mediante modelos moleculares [Leippe et al., 2005].
Peroxirredoxina. E. histolytica usualmente reside y se reproduce en el colon
humano, el cual constituye un ambiente de presion de oxigeno reducido. Durante la
invasion a los tejidos, el parasito es expuesto a elevadas cantidades de especies reactivas
de oxigeno (ROS) exdgenas, como aniones radicales de superoxido (Oy) y peroxido de
hidrégeno, las cuales dafian macromoléculas bioldgicas, causando un mal funcionamiento
metabolico que puede matar al parasito. Como mecanismo de defensa, E. histolytica
cuenta con una peroxirredoxina de 29 kDa (Ehp29), dependiente de tioles, en su
superficie exterior, que reduce y detoxifica perdxidos y peroxinitritos bajo condiciones de
estrés oxidativo. Interesantemente, se ha reportado que la regulacion negativa de Ehp29
correlaciona con una elevacion de los niveles de H,O,, presumiblemente por el

silenciamiento de la peroxirredoxina [Sen et al., 2007].

1.2. Proteina disulfuro isomerasa (PDI)

1.2.1. Importancia de PDI

Los experimentos realizados por Anfinsen en 1961, con proteinas que poseen
enlaces disulfuro, proporcionaron las primeras evidencias de que el plegamiento de
proteinas es un proceso espontaneo y que no requiere otros factores para lograr el estado

nativo in vitro, mas que la proteina en si. Sin embargo, la observacién de que este
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proceso era muy lento, en relacion al esperado para la correcta formacion de enlaces
disulfuro, condujo a la busqueda de un catalizador celular para este proceso. Como
resultado de la busqueda, se identifico a la proteina disulfuro isomerasa (PDI), una
oxidorreductasa tiol/disulfuro que cataliza la oxidacion, reduccion e isomerizaciéon de
enlaces disulfuro en polipéptidos nacientes, hasta alcanzar su conformacion nativa y
funcional [LaMantia y Lennarz, 1993]. La formacion de puentes disulfuro ocurre en el
lumen del reticulo endoplasmico, donde el estado redox es mas oxidante que en el citosol.
La concentracion de PDI en este compartimento ha sido estimada entre 0.2 y 0.5 mM.
Independientemente de su funcion principal como oxidorreductasa, PDI actla
como chaperona, inhibiendo la agregacion de sustratos y facilitando su correcto
plegamiento [Gruber et al.,, 2006]. Por otro lado, es capaz de formar complejos
heteroméricos; p.e., es la subunidad B de la prolil 4-hidroxilasa, enzima tetramérica o[,
que cataliza la formacion de residuos de 4-hidroxiprolina (requeridos para la estabilidad
de colageno y otras proteinas con estructuras parecidas a coladgeno). Ademas,
recientemente ha sido implicada en la degradacion de proteinas no plegadas o
incorrectamente plegadas, mediante su participacién en el mecanismo de degradacion

asociada al reticulo endoplasmico (ERAD) [Lee et al., 2010].

1.2.2. Familia de PDI

PDI, y proteinas relacionadas, forman una familia compleja de proteinas que
incluye al menos seis sub-familias: PDI, ERp57, ERp72, PDIR, P5, y PDI-D.
Estructuralmente, las proteinas PDI comparten una region, de 100 residuos de
aminoacidos, que es altamente homdloga a la proteina procariotica tiorredoxina, conocida
como “dominio tiorredoxina o dominio-Trx”. El sitio activo de los dominios-Trx
contienen el motivo WCGHCK, en el cual los dos residuos de cisteina ciclan entre

estados de oxidacion ditiol y disulfuro [Monnat et al., 2000].

1.2.3. Familia PDI de E. histolytica
Para E. histolytica la formacion correcta de enlaces disulfuros intra- o inter-
moleculares es una modificacién bioquimica importante para que algunos polipéptidos

logren su conformacion nativa y funcional, incluyendo algunos factores de virulencia. De
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esta manera, la identificacion y caracterizacion de enzimas que juegan papeles clave en el
plegamiento oxidativo de proteinas es esencial para entender este proceso bioquimico
[Ramos et al., 2005]. Mediante la realizacion de un anélisis post-gendémico, se encontro
que E. histolytica posee una familia PDI conformada por 11 polipéptidos [Ramos et al.,
2007].

1.2.4. EhPDI como modelo de PDI amibiana

La proteina EhPDI es probablemente la principal enzima PDI involucrada en el
plegamiento de proteinas en E. histolytica, ya que presenta las caracteristicas
estructurales observadas en otras proteinas homologas funcionales, como la PDI de D.
discoideum, es activamente expresada en el estadio de trofozoito y exhibe actividad
oxidasa in vivo [Mares et al., 2010; Ramos et al., 2011].EhPDI es expresada como una
pre-proteina 337 residuos de aminoacidos, con una masa molecular calculada de 38 kDa.
Mediante los analisis de prediccion de estructura polipeptidica, se identificaron (Figura
4): un peptido sefial de 15 residuos de aminoacidos, dos dominios-Trx funcionales (que
presentan el motivo WCGHCK), y un dominio C-terminal, con alta similitud al dominio
C-terminal de la proteina Erp29 (dominio D). Cabe mencionar que esta arquitectura es
compartida por algunos miembros PDI de la clase 2 [Ramos et al., 2005].
Interesantemente, EhPDI carece de la secuencia canonica de retencion/recuperacion al
reticulo endoplasmico (K/HDEL) presente en el extremo C-terminal de proteinas solubles
residentes de ese compartimiento. La ausencia de la secuencia K/HDEL en proteinas PDI
es una caracteristica que ya ha sido estudiada en el homélogo de D. discoideum (DdPDI).

Los resultados reportados demuestran que un segmento de 57 residuos de aminoacidos

44 CGHC 47 160 CGHC 163

sp [I N-Trx (PDla) l ] C-Trx (PDla) [ l D (Erp29)

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura primaria de la EhPDI.

Se identifican el péptido sefial (SP), los dominios Trx, y el dominio D. Ademas se sefiala la
posicion de los motivos estructurales de los dominios Trx.
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del extremo C-terminal de DdPDI, llamado dominio D, es necesario para la retencion
intracelular de la proteina y suficiente para localizar a la proteina quimérica GFP-D en el
reticulo endoplasmico, sugiriendo la existencia de un mecanismo alternativo de retencion
[Monnat et al., 2000].

1.3. Reticulo endoplasmico

Tipicamente, la membrana del reticulo endopldsmico constituye méas de la mitad
del total de membrana celular. Esta organizado como un laberinto en forma de red de
tibulos ramificados y sacos aplanados que se extiende a través del citosol. Los tabulos y
sacos se interconectan, y su membrana es continua con la membrana nuclear externa. De
esta forma, el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear forman una capa continua,
encerrando un solo espacio, llamado lumen, el cual ocupa méas del 10% del volumen
celular total [Alberts et al., 2008].

El reticulo endoplasmico es el primer organelo de la via de secrecion y, ademas,
representa el sitio de ingreso de los polipéptidos recién sintetizadas al sistema tubulo-

vesicular

FORWARD },
PATHWAY

KDEL

protein

RETRIEVAL
soluble PATHWAY
ERresident

protein

trans
Golgi
network

Figura 5. Modelo de recuperacion de proteinas solubles residentes de
reticulo endoplasmico.

La recuperacion de las proteinas inicia en agrupamientos tubulares vesiculares y
continta desde todas partes del aparato de Golgi. En el ambiente del reticulo
endoplasmico, las proteinas residentes de RE se disocian del receptor KDEL, el cual
es regresado al aparato de Golgi para ser reutilizado.
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vesicular endomembranoso [Monnat et al., 2000]; es decir, los polipéptidos son
procesados en este compartimento y posteriormente conducidos hacia su respectivo
destino final (reticulo endopladsmico, aparato de Golgi, lisosomas, endosomas, vesiculas
secretoras y la membrana plasmatica) [Alberts et al., 2008]. Se estima que
aproximadamente una tercera parte de las proteinas eucaridticas pasan a través del

reticulo endoplasmico en su camino a la maduracion [Gruber et al., 2006].

1.3.1. Mecanismo de retencion en el RE

El mecanismo de retencidn/recuperacion de proteinas residentes del reticulo
endoplasmico depende de sefiales presentes en las proteinas residentes de este
compartimiento (Figura 5); p.e., las proteinas membranales contienen sefiales que las
unen directamente a la cubierta de COPI, y asi empacadas en vesiculas para su transporte
retrogrado. EI mecanismo de localizacion al reticulo endoplasmico mejor estudiado es el
que involucra el reconocimiento de la secuencia H/KDEL en el extremo C-terminal de las
proteinas luminales [Alberts et al., 2008]. La interaccion de esta sefial y el receptor de
cis-Golgi ERD2 es el mecanismo mas conservado. La unién dptima entre sefial y receptor
ocurre a pH &cido, sugiriendo que la unién selectiva K/HDEL-ERD2 en Golgi y su
separacion en el reticulo endoplasmico pueden ser facilitadas por la diferencia de valores
de pH entre ambos compartimientos [Townsley et al., 1994]. Por otro lado, un
mecanismo alternativo ha sido identificado en D. discoideum: el dominio D, rico en a-
hélices, es necesario para la retencion intracelular de DdPDI y suficiente para localizar
proteinas al reticulo endoplasmico. Esto Gltimo sugiere la existencia de dos mecanismos
evolutivamente divergentes para la retencion/recuperacion de proteinas residentes del

reticulo endoplasmico [Ramos et al., 2005].

1.3.2. Evidencia del reticulo endoplasmico en E. histolytica

A pesar de que E. histolytica no presenta un reticulo endoplasmico tipico
(parecido al compartimiento observado en células eucariéticas modelo), algunos estudios
moleculares sugieren la existencia de un compartimento funcional equivalente; esto es, la
identificacion de: (i) la subunidad de 54 KDa de la particula de reconocimiento de la

secuencia sefial [Ramos et al., 1997], (ii) la proteina Sec61 (componente central del
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Flag-GFP-KDEL HSP-70 Merge + TO-PRO-3

Figura 6. Expresion y visualizacion de la proteina de GFP-KDEL en
E. histolytica.

Microscopia de inmunofluorescencia confocal demostrando la co-localizacién de
GFP-KDEL y BiP en trofozoitos amibianos fijados. Los trofozoitos de E.
histolytica fueron fijados con paraformaldeido, permeabilizados y tefiidos con
anticuerpos monoclonales de ratén anti-FLAG y policlonales de conejo anti-BiP,
seguido de un reconocimiento con conjugados anti-raton acoplado a Alexa 488

(verde) y anti-conejo acoplado a Alexa 568 (rojo). El nucleo fue tefiido con TO-PRO-
3 (azul). Tomado de Texeira y Huston, 2008.

aparato de translocacion) [Sanchez et al., 2005], (iii) la subunidad STT3 del complejo
oligosacariltransferasa [Salgado et al., 2005], y (iv) la proteina disulfuro isomerasa
EhPDI [Ramos et al., 2005], hacen patente la presencia de funciones exclusivas del
reticulo endopladsmico. En otro estudio, donde se utilizaron técnicas de microscopia de
inmunofluorescencia, fue posible evidenciar un reticulo endopldsmico continuo en
trofozoitos de E. histolytica HM-1:IMSS (Figura 6) [Texeira y Huston, 2008].

1.4. Saccharomyces cerevisiae como modelo

1.4.1. S. cerevisiae como célula eucardtica modelo

La levadura S. cerevisiae fue el primer organismo eucariotico cuyo genoma fue
completamente secuenciado. Posee un conjunto haploide de 16 cromosomas bien
caracterizados, abarcando desde 200 a 2,200 Kb. La secuencia cromosomica total
constituye 12.071 Mb, de la cual se han reportado 6,281 genes (5,863 codificantes para
proteinas). Un total de 3.8% de los genes contienen intrones. EI genoma es altamente
compacto, con genes representando el 72% de la secuencia total. Aproximadamente el

30% de los genes han sido caracterizados experimentalmente, mientras que la mitad del
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70% restante contiene motivos aparentemente funcionales, similares a aquellos
previamente caracterizados en su relacion estructura-funcién [Sherman, 1998].

Ademas, la levadura S. cerevisiae relne varias caracteristicas celulares que le
permiten ser utilizada como modelo para estudios de biologia: no es patdgena, es de
rapido crecimiento, tiene facilidad de réplica y aislamiento de mutantes, posee un sistema
genetico bien definido, y lo mas importante, es un sistema altamente versatil para
transfeccién. Por otro lado, posee dos estados genéticos estables (haploide y diploide),
por lo que es muy util en ensayos de complementacion con mutaciones recesivas
[Karathia et al., 2011].

1.4.2. S. cerevisiae como modelo heterdlogo

La levadura se ha convertido en un organismo clave para la investigacion
gendmica, incluyendo analisis de expresion y funcién genética, localizacion de proteinas
y actividades enzimaticas, y el analisis de interacciones proteina-proteina, entre muchas
otras. Ademas, es posible introducir genes de otros organismos para realizar estudios
sistematicos de las funciones de sus productos [Mattanovich et al., 2012].

1.5. PDI de Dictyostelium Discoideum

En la mayoria de los casos estudiados, PDI y proteinas relacionadas se comportan
como proteinas residentes de RE. Esta distribucion de estado fijo de PDI es el resultado
de una combinacion de retencion directa y recuperacion de su escape del RE. La mayoria
de las proteinas residentes poseen una etiqueta de retencion al RE en el C-terminal, pero
se han reportado algunas excepciones a esa regla: Acanthamoeba castellani, alfalfa,
Onchoecerca volvulus y mas recientemente, Dictyostelium discoideum; siendo este
Gltimo el primer caso reportado en un organismo genéticamente tratable que permitio la
investigacion de los mecanismos no clasicos de retencion/recuperacion de la PDI a nivel
molecular. La PDI de D. discoideum presenta dos motivos Tiorredoxina, carece de
dominios b y b’, asi como de la secuencia de recuperacion tipo H/KDEL y se ha
identificado un segmento de 57 residuos en su C-terminal que le permite retener a GFP
en el RE [Monnat et al., 2000].
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2. JUSTIFICACION

La ausencia de una sefial de retencion canonica en algunas proteinas residentes del
reticulo endoplasmico es intrigante. Ademas, la existencia de un posible mecanismo
alterno de retencidn/recuperacién de proteinas solubles residentes de este compartimiento
es realmente atrayente (cientificamente).

Por otro lado, la ausencia de una sefial similar a KDEL en la proteina disulfuro
isomerasa de E. histolytica (EhPDI) y la presencia de un dominio con caracteristicas
estructurales compartidas con el homologo de D. discoideum es relevante, especialmente
si se considera que la EhPDI representa un posible blanco para el disefio de moléculas
terapéuticas con actividad anti-amibiana.

Aunqgue E. histolytica esta muy lejos de ser un modelo experimental tipico, es un
reto para muchos parasitélogos evolucionistas. El analisis de su genoma permite conocer
mejor al parésito y, a su vez, favorece la generacion de nuevas hipdtesis encaminadas a

comprender sus mecanismos de interaccion con el hospedero.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

El dominio D de la proteina disulfuro isomerasa de E. histolytica (EhPDI)

participa en un mecanismo de retencion intracelular de proteinas en levadura.

3.2. Objetivo general

Determinar el papel funcional del dominio D de la proteina disulfuro isomerasa de
E. histolytica (EhPDI), mediante un ensayo de complementacion y rescate del fenotipo
letal de la mutante APDI de S. cerevisiae, para valorar su posible participacion en un

mecanismo de retencién intracelular de proteinas.

3.3. Objetivos especificos

1. Obtener un plasmido de expresion en levadura que contenga la proteina EnPDI con el
dominio D nativo (pYEhPDI2), mediante una estrategia de ingenieria de plasmidos.

2. Comprobar el papel funcional del dominio D de la proteina EhPDI mediante un
ensayo de complementacion en la mutante APDI1/pCT38 de S. cerevisiae, utilizando
el plasmido pYEhPDI2.

3. Obtener un grupo de plasmidos de expresion en levadura que contengan las variantes
de la proteina EhPDI, con mutaciones por delecion de las a-hélice del dominio D,
mediante una estrategia de ingenieria de plasmidos.

4. Comprobar el papel funcional individual de cada o-hélice del dominio D de la
proteina EhPDI mediante ensayos de complementacion en la mutante APDI1/pCT38
de S. cerevisiae, utilizando las variantes del plasmido pYEhPDI2.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos bioldgicos y quimicos

4.1.1. Oligonucledtidos sintéticos

Los oligonucledtidos universales (M13FW y M13RV) y el N47.RM fueron
utilizados para la amplificacion del segmento correspondiente al carboxilo terminal de la
enzima EhPDI. Los oligonucledtidos sintéticos para la construccion de las variantes
mutagénicas del dominio D de EhPDI fueron disefiados de manera manual, utilizando
como molde la prediccion de la estructura secundaria. Todos los oligonucledtidos fueron

adquiridos de la compafiia Operon Technologies (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucle6tidos sintéticos.

Sitio de

Nomenclatura  Secuencia nucleotidica 5 — 3’ Restriccion
M13FW gtaaaacgacggccagtg -
M13RV ggaaacagctatgaccatg -
N47.RM gtggacattcgaaaaaacttg -
P38DD9R gacgacctcgagttagttttctaagattttattgat Xhol
P38DD89R gacgacctcgagttatcctctctcaataattcetttt Xhol
P38DD789R gacgacctcgagttatccttcaattgecctcagettt Xhol
P38DD6789R gacgacctcgagttaaaggtcatcaagttcagcaat Xhol
P38DDR gacgacctcgagttagaattctaattttccattctcatctct  Xhol, EcoRl
P38DD5F gacgacgaattcaaagatgaaattataaaaaaa EcoRl
P38DD56F gacgacgaattcggagcttattacgttaaagtc EcoRl
P38DD567F gacgacgaattcggagcagattatgtagaaaaa EcoRl
P38DD5678F gacgacgaattcatgaaagccaagaaaattgat EcoRl

Las secuencias reconocidas por las endonucleasas se muestran subrayadas.

4.1.2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados, y sus caracteristicas moleculares, se muestran en la
Tabla 2. Todos los plasmidos fueron obtenidos de la reserva de productos biolégicos del
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.
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Tabla 2. Plasmidos utilizados.

Nombre

Caracteristicas moleculares

Fuente

pBluescript SK(-)

PRS413

pBPelB:EhPDI

pYScPDI1

pYENPDI

Plasmido de clonacion en bacteria. Contiene los origenes de replicacion
f1 (bacteriéfago) y ColE1 (bacteria). Expresa el gen que confiere
resistencia a ampicilina (B-lactamasa). Contiene un sitio de clonaciones
multiples (MCS) que se encuentra interrumpiendo el gen LacZ
(codificante para B-galactosidasa).

Plasmido de expresion en levadura. Contiene los origenes de
replicacion f1 (bacteriéfago), pMB1 (bacteria) y CEN/ARS (levadura).
Expresa el gen que codifica para la B-lactamasa (para seleccion en
bacterias), y el gen que codifica para HIS3 (que complementa la
auxotrofia a histidina en levaduras Ahis2). Contiene un sitio de
clonaciones mdiltiples (MCS) flanqueado por los promotores T3 y T7.

Plasmido de expresion en bacteria. Derivado de pBluescript. Contiene la
secuencia codificante para PelB:EhPDI bajo el control del promotor de
lactosa, lo que permite la expresion periplasmica inducida de la proteina
disulfuro isomerasa de 38 KDa de E. histolytica.

Plasmido de expresién en levadura. Derivado de pRS413. Contiene la
secuencia codificante para ScPDI1 completa (incluyendo su péptido
sefial y la secuencia candnica HDEL) bajo el control de su propio
promotor, lo que permite su localizacion y expresion constitutiva en el
reticulo endoplasmico (RE).

Plasmido de expresion en levadura. Derivado de pRS413. Contiene la
secuencia codificante para el péptido maduro de EhPDI fusionado al
promotor mas el péptido sefial de ScPDI1 y etiquetada con la secuencia
HDEL, lo que permite localizacién y expresion constitutiva de EhPDI en
el RE.

Stratagene

New England
Biolabs

Ramos et al., 2005.

Mares, 2009.

Mares, 2009.

4.1.3. Células y medios de cultivo

La cepa XL1 Blue MRF’ de Escherichia coli (Stratagene) fue utilizada en los

ensayos de biologia molecular. Los cultivos bacterianos se realizaron en medios

complejos (LB o 2X YT), liquidos y solidos (suplementados con 1.7% de agar)

[Sambrook et al., 2001]. Los medios de cultivo se prepararon como se muestra en la tabla

de la derecha (en g/L).

La cepa haploide RSA-416/pCT38 (his3
leu2 ura3 pdil::kanMX pCT38 [CEN/ARS
URAS3 ScPDI1]) de Saccharomyces cerevisiae
fue utilizada para los ensayos de

complementacion funcional y rescate de

Componente LB 2XYT

Triptona 10 16
Extracto de levadura 5 10
NaCl 10 5
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fenotipo letal [Mares et al., 2009]. Esta cepa fue obtenida mediante un analisis aleatorio
de esporas de la cepa diploide BY4743-YCL043c (MAT a/a his3/his3 leu2/leu2
lys2/LYS2 metl5/MET15 ura3/ura3 PDI1/pdil::kanMX) (Open Biosystems), después de
una transfeccion con el plasmido pCT38, el cual se replica de manera centromérica,
complementa la auxotrofia a uracilo y expresa a la proteina ScPDI1 de manera
constitutiva [Tachibana et al.,1992].

La cepa haploide RSA-416/pCT38 fue cultivada en medios liquidos o sélidos (2%
de agar). Para la propagacion celular se utilizé el medio complejo YPD +G418 (1% de
extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa, suplementado con 200 pg/mL de
geneticina G-418) o el medio minimo SD +H +L +G418 (SD: 0.67% de “YNB w/0 amino
acids” y 2% de glucosa; suplementado con 20 mg/L de histidina, 60 mg/L de leucina y
200 pg/mL de G-418). Por otro lado, en los ensayos de complementacion, la cepa RSA-
416/pCT38 portadora de los plasmidos derivados de pRS413 (pYScPDI1, pYEhPDI y sus
variantes) fue seleccionada en medio minimo carente de histidina (SD +Leu +G418);
ademas, para segregar el plasmido pCT38, los complementantes fueron seleccionados en
el medio minimo carente de histidina, pero suplementado con 0.1 % de acido 5-fluoro-
orotico y 20 mg/mL de uracilo (SD +L +G418 +FOA +U).

4.1.4. Enzimasy otros reactivos biol6gicos

La ADN polimerasa de la bacteria T. aquaticus y la ADN ligasa del bacteriéfago
T4 fueron adquiridas de las compafiias Qiagen y New England Biolabs, respectivamente.
Las endonucleasas de restriccion EcoRV y Xhol fueron obtenidas de New England
Biolabs, en tanto Hindlll, BamHI, Ncol y Xbal de Fermentas. La mezcla de
desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs) y los marcadores de peso molecular de
ADN (A - Hind I11) y proteinas (ColorPlus™ Prestained Protein Marker Broad Range Yy

Prestained Protein Marker Broad Range) se adquirieron de New England BioLabs.

4.1.5. Reactivos quimicos
Los reactivos quimicos utilizados grado biologia molecular: agarosa, tris base
(tris-[hidroxietil]-aminometano), SDS (dodecil sulfato de sodio) y EDTA (acido

etilendiamino tetra-acético) fueron adquiridos de la compaiiia IBI; mientras que cloruro
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de calcio, cloruro de sodio, bromuro de etidio, ampicilina, YNB w/o aminoacids (mezcla
base de fuentes de nitrogeno sin aminoacidos), las perlas de vidrio tratadas con acido,
azul de xilencianol y azul de bromofenol fueron adquiridos de la compafiia Sigma de
México. De la compafiia Invitrogen se utilizd la geneticina G-418; el acido 5-fluoro-

orotico (5-FOA) de Toronto Research Chemicals; el isopropanol y la dextrosa de la

compafiia Productos Quimicos de Monterrey.

4.1.6. Sistemas de purificacion

Todos los estuches comerciales para purificacion de ADN fueron adquiridos de la
compafiia Qiagen y utilizados de acuerdo a las indicaciones establecidas por el
proveedor. La purificacién de ADN plasmidico se realiz6 con el estuche QIlAprep Spin
Miniprep Kit, la extraccion de fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa con el
estuche QIAquick Gel Extraction Kit y la purificacion de productos de PCR con el
estuche PCR Purification Kit.

4.2. Equipos

La amplificacion de ADN se realiz6 utilizando el termociclador Multigene
(LabNet). La visualizacion de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio se llevo a
cabo usando el fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad). La transfeccion de células de
levadura se realizé mediante el equipo electroporador Electro Cell Manipulator (Harvard
Apparatus). Las lecturas de absorbancia fueron obtenidas usando el lector de microplacas
Microplate Reader 680 (Bio-Rad).

4.3. Protocolos generales

4.3.1. Condiciones tipicas de amplificacion (PCR)

Las mezclas de reaccion se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL,
conteniendo 0.5 a 5.0 ng de ADN molde, 20 pmoles de oligonucleotidos y 2.5 U de ADN
polimerasa, en una solucion amortiguadora 1X para reacciones de PCR (de acuerdo a las

recomendaciones del proveedor). La amplificaciones se llevaron a cabo mediante las
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siguientes condiciones de termociclado: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial [2:00 a 94
°C]; 35 ciclos de amplificacion exponencial [0:20 a 94 °C, 0:20 a 55 °C, 0:30 a 72 °C]; y
1 ciclo de extension final [7:00 a 72 °C].

4.3.2. Purificacion de productos de la reaccion de PCR

Los productos de PCR fueron purificados siguiendo el protocolo recomendado
por el proveedor (Qiagen): el volumen de la reaccion fue mezclado con 5 volimenes de
amortiguador PB. La mezcla se transfiri6 a una columna QIAquick Spin Column y se
centrifugd a 14,500 rpm durante 1 min. La columna fue lavada con 750 pL de
amortiguador PE. EI ADN fue eluido con 50 puL de agua destilada estéril mediante

centrifugacion a 14,500 rpm durante 1 min.

4.3.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

Los fragmentos de ADN fueron purificados a partir de gel de agarosa siguiendo
las instrucciones recomendadas por el proveedor (Qiagen): la pieza de gel conteniendo el
fragmento de interés fue redisuelto en 3 volimenes de amortiguador QG mediante
incubacion a 55 °C durante 10 min. Enseguida, un volumen de isopropanol fue afiadido,
la mezcla se transfirié a una columna QIlAquick Spin Column y se centrifugé a 14,500
rpm durante 1 min. La columna fue lavada con 750 pL de amortiguador PE. EI ADN fue
eluido con 30 pL de agua destilada estéril mediante centrifugacion a 14,500 rpm durante

1 min.

4.3.4. Purificacion de ADN plasmidico

La purificacion de ADN plasmidico fue realizada mediante el protocolo
recomendado por el proveedor (Qiagen): el paquete celular fue separado de un cultivo
bacteriano de 1.5 mL mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 2 min. La pastilla
celular fue resuspendida en 250 uL de amortiguador P1 y mezclada con 250 pL de
amortiguador P2. De manera inmediata, la mezcla fue neutralizada con 350 pL del
amortiguador N3. Las proteinas precipitadas fueron separadas mediante centrifugacién a
14,500 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue transferido a una columna de

QIAprep Spin Column. La columna fue lavada con 500 pL de amortiguador PB y 750 pL
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del amortiguador PE. EI ADN plasmidico fue recuperado en 100 pL de agua destilada

estéril mediante centrifugacion a 14,500 rpm durante 1 min.

4.3.5. Analisis de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa
Las diferentes muestras de ADN fueron analizadas mediante electroforesis en gel

de agarosa (1 a 1.5%), conteniendo 0.5 pg/mL de bromuro de etidio.

4.3.6. Transformacion bacteriana

Las bacterias fueron transformadas mediante choque térmico. Las células
competentes de E. coli fueron preparadas a partir de 1 mL de cultivo, siguiendo el
protocolo estandar de laboratorio [Sambrook et al., 2001]. 1-2 pL de la muestra de ADN
(plasmido o ligacion) fueron mezclados con 100 pL de células competentes y mantenidos
en hielo durante 30 min. Posteriormente, la mezcla fue colocada en un bloque térmico a
42 °C, mantenida durante 1.5 min, inmediatamente regresada a hielo y mantenida durante
5 min.

Las células fueron recuperadas en 1 mL de medio 2X YT e incubadas durante 1 h
a 37 °C. La pastilla celular fue obtenida mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 2
min. Las células fueron sembradas en medio LB solido, suplementado con ampicilina a
150 pg/mL (como marcador de seleccion) e incubadas durante la noche a 37 °C. Al dia
siguiente, las unidades formadoras de colonia capaces de crecer en presencia del

antibiotico fueron consideradas como estables.

4.4. Construccion de plasmido pYEhPDI2, portador de EhPDI silvestre

La construccion del plasmido pYEhPDI2 (6587 pb) se realiz6 mediante la
sustitucion del extremo C-terminal del plasmido pYEhPDI (el cual contiene la secuencia
codificante para EhPDI etiquetada con la sefial HDEL en el extremo C-terminal) con la
secuencia equivalente del plasmido pBPelB:EhPDI (la cual contiene la secuencia nativa).
La sustitucion se realiz6 mediante ligacion de fragmentos digestiébn con las

endonucleasas EcoRV y Xhol.
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4.4.1. Preparacion del inserto y el vector

Amplificacion de EhPDI silvestre. La secuencia codificante para EhPDI silvestre
(carente de la etiqueta HDEL, denominado EhPDI2) fue amplificada mediante una
reaccion tipica de PCR (protocolo general 4.3.1), usando los oligonucle6tidos M13RV y
M13FW (Tabla 1) como iniciadores y el plasmido pBPelB:EhPDI como molde (Tabla 2)
[Ramos, 2005].

Digestion y purificacion de PPCR EhPDI2 y de pYEhPDI. El producto de
amplificacion EhPDI2 y el vector pYEhPDI fueron digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRV y Xhol, siguiendo las recomendaciones del proveedor. EI PPCR
EhPDI2 digerido fue purificado mediante columna (protocolo general 4.3.2), en tanto el
vector pYEhPDI digerido fue purificado a partir de gel de agarosa (protocolo general
4.3.3). La recuperacion y la pureza de los fragmentos fueron verificadas mediante

electroforesis en gel de agarosa (protocolo general 4.3.5).

4.4.2. Clonacion del plasmido recombinante

Ligacion de PPCR EhPDI2 y pYEhPDI. Los fragmentos de digestion purificados
y portadores de extremos compatibles (cohesivo-Xhol/romo-EcoRV) fueron ligados
durante la noche a 15 °C, usando la T4 ADN ligasa y las condiciones de reaccion
recomendadas por el proveedor.

Transformacion bacteriana. El producto de la ligacion pYEhPDI2 fue
transfectado mediante choque térmico en células de E. coli XL1-Blue MRF’ competentes
(protocolo general 4.3.6).

Seleccion y analisis de clonas positivas. Las transformantes estables fueron
resembradas en medio LB liquido, suplementado como ampicilina a 150 pg/mL. A partir
de 1.5 mL de cultivo, se purifico el ADN plasmidico (protocolo general 4.3.4).
Posteriormente, las clonas positivas fueron identificadas mediante un anélisis de
restricciéon con las endonucleasas BamHI y Hindlll. Adicionalmente, las clonas positivas
fueron caracterizadas mediante la obtencion de un patron de fragmentos de restriccién

esperado, utilizando las endonucleasas BamHI, EcoRV, Hindlll, y Ncol.
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4.5. Construccion de las variantes por delecion del dominio D de EhPDI2

4.5.1. Disefio de oligonucle6tidos

Para el andlisis de mutantes del dominio D de EhPDI2, se realizé el disefio de
oligonucledtidos que permitieran la amplificacion de un fragmento del gen que incluyera
el dominio D con remociones seriadas de las a-hélices inferidas (Tabla 1). Para los
oligonucledtidos en fase R (9R, 89R, 789R, y 6789R), se incluy6o el sitio de
reconocimiento para la endonucleasa Xhol, con el objeto de facilitar la sub-clonacion
subsecuente; en el Unico caso de la oligonucleétido DDR, se incluyeron los sitios de
reconocimiento para las endonucleasas Xhol y EcoRlI, este ultimo con el objeto de
facilitar la sub-clonacion (subsecuente) de los fragmentos amplificados con los
oligonucledtidos en fase F (5F, 56F, 567F, y 5678F). La Figura 7 muestra el patron de
remociones del dominio D esperado en las variantes de EhPDI2. La inferencia de las
hélices alfa se realiz6 mediante un alineamiento de secuencias de este dominio con los
dominios D de las proteinas Wind de D. melanogaster, ERp29 de murino, ERp29 de
humano y PDI de D. discoideum del que, posterior al analisis comparativo, se infirio la

longitud de cada hélice para el disefio de los oligonucledtidos.

4.5.2. Preparacion de los insertos

Amplificacion de las variantes de EhPDI2. La secuencia codificante para las

<-- h5 --> <-=--- hé ----- > <---- h7 -—-==> <-—-—- h8 ---—--- > <—==== h9 --—-—>
WT KTAGRIAELDDLAKGFANKENKDEIIKKAEAIEGGAYYVKVMKRIIERGADYVEKEKARINKILENPSMKAKKIDDFTRNLNVLEVFEF
9R KTAGRIAELDDLAKGFANKENKDEIIKKAEAIEGGAYYVKVMKRIIERGADYVEKEKARINKILEN
89R KTAGRIAELDDLAKGFANKENKDEIIKKAEAIEGGAYYVKVMKRIIERG
789R KTAGRIAELDDLAKGFANKENKDEIIKKAEAIEG
6789R KTAGRIAELDDL

S5F KDEIIKKAEAIEGGAYYVKVMKRITIERGADYVEKEKARINKILENPSMKAKKIDDETRNLNVLEVE
56F GAYYVKVMKRIIERGADYVEKEKARINKILENPSMKAKKIDDFTRNLNVLEVF
567F GADYVEKEKARINKILENPSMKAKKIDDEFTRNLNVLEVFE
5678F MKAKKIDDEFTRNLNVLEVE

Figura 7. Patron de remociones seriadas del dominio D de la proteina EhPDI.

La nomenclatura indica las o-hélices removidas y la direccionalidad de la seriacion (F, de izquierda a derecha; R,
de derecha a izquierda). WT, secuencia silvestre del dominio D de EhPDI.
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variantes del dominio D de EhPDI2 fue amplificada mediante una reaccion tipica de PCR
(protocolo general 4.3.1), usando como molde el plasmido pYEhPDI2 y como iniciadores
el oligonucle6tido N47.RM y los oligonucle6tidos en fase R (Tabla 1: 9R, 89R, 789R, y
6789R) para los fragmentos DDR, o el oligonucleétido M13RV Yy los oligonucle6tidos en
fase F (Tabla 1: 5F, 56F, 567F, y 5678F) para los fragmentos DDF.

Digestion y purificacion de los PPCR EhPDI2-DDR y EhPDI2-DDF. Los
productos de amplificacion EhPDI2-DDR (en fase R) fueron digeridos con las
endonucleasas EcoRV y Xhol, en tanto aquellos en fase F (EhPDI2-DDF) fueron
digeridos con las endonucleasas EcoRI y Xbal, siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Los productos de PCR (DDR y DDF) digeridos fueron purificados mediante
columna (protocolo general 4.3.2). La recuperacion y la pureza de los fragmentos fueron
verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa (protocolo general 4.3.5).

Digestion y purificacion del plasmido pYEhPDI2. Como primera etapa en la
obtencion de variantes, el plasmido pYEhPDI2 fue digerido con una mezcla de
endonucleasas EcoRV/Xhol y, posteriormente, fue purificado a partir de gel de agarosa
(protocolo general 4.3.3). La recuperacion y la pureza de los fragmentos fueron
verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa (protocolo general 4.3.5). El
plasmido pYEhPDI2 con los extremos EcoRV-romo y Xhol-cohesivo fue utilizado para
sub-clonar los productos de PCR EhPDI2-DDR.

Digestion y purificacion del plasmido pYEhPDI2-DD. Como segunda etapa en la
obtencion de variantes, el plasmido pYEhPDI2-DD (obtenido en la primera etapa) fue
digerido con una mezcla de endonucleasa EcoRI/Xbal y, posteriormente, fue purificado a
partir de gel de agarosa (protocolo general 4.3.3). La recuperacion y la pureza de los
fragmentos fueron verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa (protocolo
general 4.3.5). El plasmido pYEhPDI2-DD con los extremos EcoRI-romo y Xbal-
cohesivo fue utilizado para sub-clonar los productos de PCR EhPDI2-DDF.

4.5.3. Clonacion del plasmidos recombinantes
Ligaciones. Los fragmentos de digestion purificados y portadores de extremos
compatibles fueron ligados durante la noche a 15 °C, usando la T4 ADN ligasa y las

condiciones de reaccion recomendadas por el proveedor.
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Transformacion bacteriana. Los productos de las ligaciones fueron transfectados
mediante choque térmico en células de E. coli XL1-Blue MRF’ competentes (protocolo
general 4.3.6).

Seleccion y analisis de clonas positivas. Las transformantes estables fueron
resembradas en medio LB liquido, suplementado con ampicilina a 150 pg/mL. A partir
de 1.5 mL de cultivo, se purifico el ADN plasmidico (protocolo general 4.3.4).
Posteriormente, las clonas positivas (portadoras de las variantes del domino D de EhPDI)
fueron identificadas mediante un andlisis de restriccion con las endonucleasas EcCoRV y
Xbal (para los clonas pYEhPDI2-DDR) o Ncol y Xbal (para las clonas pYEhPDI2-DDF)

mediante el polimorfismo de un fragmento de restriccion.

4.6. Complementacion y analisis funcional de EhPDI2 y sus variantes

El ensayo de complementacion funcional de la mutante APDI1 de levadura con
EhPDI2, y sus variantes, fue realizado utilizando células haploides de S. cerevisiae RSA-
416/pCT38 [Mares, 2009; Tachibana et al., 1992].

4.6.1. Preparacion de células de levadura electrocompetentes

A partir de un cultivo joven, se aislé una colonia de la cepa RSA-416/pCT38 de S.
cerevisiae y se inoculé en 50 mL de medio YPD suplementado con 200 pg/mL de G418.

El cultivo de incubd a 30 °C, con agitacion vigorosa (300-350 rpm), hasta obtener
una alta densidad celular (18-24 h). Posteriormente, las células fueron cosechadas,

lavadas y resuspendidas en un volumen final de 0.5 mL de sorbitol 1 M frio, esteéril.

4.6.2. Transformacion de células de levadura

El plasmido portador de EhPDI2, o alguna de sus variantes, fue transfectado en
las celulas electrocompetentes mediante choque eléctrico. En un microtubo, se prepard
una mezcla conteniendo 1 pg del plasmido y 200 pL de células competentes, se mantuvo
en hielo durante 5 min y se transfirié a una celda de electroporacion de 2 mm. Para el
choque eléctrico, se utilizaron las siguientes condiciones: 25 pF de capacitancia, 200

ohms de resistencia y un voltaje de 2.5 KV. Después del pulso de electroporacion, las
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células fueron recuperadas mediante la adicion de 1 mL de 1 M sorbitol estéril e
incubacion a 30 °C (con agitacion suave, 100 rpm) durante 15 min. Cabe mencionar que
rutinariamente se utilizaron como controles a pYEhPDI, pYScPDI1 y pRS413.

Las transfectantes URA" HIS™ fueron seleccionadas en medio SD suplementado
con 60 mg/L de leucina y 200 pg/mL de G418. A partir de la suspension de células
recuperadas, 200 pL fueron sembrados (plagueados) en la superficie del medio selectivo
e incubada durante 78-96 h a 30 °C. Las unidades formadoras de colonia capaces de
crecer en presencia del antibiotico y en ausencia de uracilo e histidina fueron

consideradas como transfectantes estables.

4.6.3. Intercambio de plasmido y rescate del fenotipo letal

Las transfectantes estables fueron sometidas a un ensayo de intercambio de
plasmidos (plasmid shuffling) con el fin de conocer si la enzima EhPDI2, o sus variantes,
complementan la funcién de la enzima ScPDI1. Los plasmidos pYScPDI1 y pYEhPDI
fueron utilizados como controles positivos, en tanto pRS413 como negativo. A partir de
un cultivo liquido, la concentracion celular fue cuantificada mediante densidad éptica. 0.1
UDOgs, fueron sembradas en los medios sintéticos SD +L +G418 (carente de uracilo y
FOA) y SD +L +G418 +FOA +U (suplementado con uracilo y FOA). Los cultivos fueron
incubados durante 96 - 120 h a 30 °C. Aquellas unidades formadoras de colonias capaces
de rescatar el fenotipo letal; es decir, capaces de crecer en presencia de uracilo y FOA,

fueron consideradas como clonas positivas (complementantes).

4.6.4. Analisis mediante auxotrofias

Un analisis de auxotrofias, utilizando medios selectivos, fue realizado para
confirmar la complementacion. 0.1 UDOgs, fueron sembradas en los medios sintéticos
SD +L +G418, suplementado con uracilo (+U -FOA), con FOA (-U +FOA) o en ausencia
de ambos (-U -FOA). Los cultivos fueron incubados durante 96-120 h a 30 °C.

4.6.5. Analisis mediante PCR
La presencia episomal de EhPDI2, y sus variantes, se realizd mediante una

amplificacion de PCR. A partir de un cultivo joven de las complementantes, se purifico el
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ADN plasmidico mediante un protocolo estandar de laboratorio [Amberg et al., 2005].
Brevemente, la pastilla celular (de un cultivo de 1.5 mL) fue resuspendida en 0.2 mL de
lisis (2% de Triton X-100; 1% de SDS; 100 mM de NaCl; 1 mM de EDTA; 10 mM de
Tris-HCI, pH8); posteriormente, la suspension celular fue mezclada con 0.2 mL de una
solucion de fenol: cloroformo: alcohol-isoamilico (25:24:1) y 0.3 g de perlas de vidrio.
La lisis celular fue facilitada mediante agitacion tipo vortex (2-3 min). Después de dos
extracciones con 1 volumen de cloroformo, la fase acuosa fue separada mediante
centrifugacion y conservada.

Los plasmidos portadores de EhPDIZ2, o sus variantes, fueron detectados mediante
la amplificacion positiva de un fragmento de 1.1 Kb, usando los iniciadores NBEhPDI
(5°- gcgaggatcc GAT GTA GTA TCA TTA AAT CC -3°) y CXEhPDI (5’- gcgactcgag
GAA AAC TTC AAG TACA TTC AA -37); adicionalmente la ausencia del plasmido
pCT38 fue verificada mediante la amplificacion negativa de un fragmento de 1.5 Kb,
usando los iniciadores ScPDILF (5’- acactcggatcc CAA CAA GAG GCT GTG GCC -3”)
y ScPDI1R (5’- acactcctgcag TTA CAA TTC ATC GTG AAT GGC -3°) [Mares, 2009].

4.6.6. Analisis mediante curvas de crecimiento

Como fenotipo cuantitativo de la complementacion, se determinaron los tiempos
de duplicacion celular mediante curvas de crecimiento. Brevemente, las complementantes
fueron cultivadas en medio liquido SD +L +U +G418 durante la noche (30 °C, 300 rpm).
Al dia siguiente, se estimé la densidad celular mediante espectrofotometria (DOgso).
Posteriormente, 3 mL de medio liquido YPD +G418 fueron suplementados con una
dilucion apropiada del cultivo joven de transformantes hasta lograr DOgso = 0.1. Los
cultivos fueron incubados a 30 °C y 300 rpm. Enseguida, la DOgso fue registrada cada
hora durante 8 h. Los datos obtenidos fueron capturaron en el programa GraphPad®
Prism™ vy el tiempo de duplicacion celular fue calculado a partir de la tasa de
crecimiento celular, utilizando la siguiente ecuacion: ty = In2/u; donde p representa la

rapidez especifica de crecimiento celular y t4 el tiempo de duplicacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. El dominio D de EhPDI predice 5 a-hélices

De manera canonica, las proteinas solubles residentes del reticulo endoplasmico

poseen en el extremo C-terminal de su secuencia la etiqueta H/KDEL, la cual les permite

ser retenidas/recuperadas en dicho compartimiento. Las proteinas PDI1 de levadura
(NCBI No. P17967) y PDIA1 de humano (NCBI No. P07237) poseen la secuencia HDEL
y KDEL, respectivamente; sin embargo, las proteinas PDI de E. histolytica (EhPDI) y de

D. discoideum (DdPDI) carecen de dicha sefial [Ramos et al., 2005]. Interesantemente,

un estudio con la DdPDI revel6 la presencia de un mecanismo alterno para la

retencion/recuperacion de proteinas en el reticulo endoplasmico [Monnat et al., 2000]. El

mecanismo considera la participacion de los Gltimos 57 residuos de aminoacidos del

dominio C-terminal (dominio D); ya que la fusion de ese estrecho a la proteina GFP fue

suficiente para retenerla intracelularmente [Monnat et al., 2000]. Una caracteristica

EhPDI
DAPDI
1G7D

EhPDI
DAPDI
1G7D

EhPDI
DAPDI
1G7D

AGRIAELDDLAKGEF- - -ANKENKDEIIKKAEAIEG--—-—---— GAYYVK
AGRVEQLDTIATEFIA-AAAEVRKELVKKAQTVVDSLPEELRIEGSYYVK
PGCLPAYDALAGQFIEASSREARQAILKQGQODGLSGVKETDKKWASQYLK

<--- h5 ----> <----- h6 ----- > <-=—-=--- h7

VMKRIIERGADYVEKEKARINKILENPSMKAKKIDDFTRNLNVLEVE---
VMKTIAEKSIDFVTTEIARITKLVSG-SMSGKKADEFAKKLNILESFKSK
IMGKILDQGEDFPASELARISKLIEN-KMSEGKKEELQRSLNILTAFRKK
——————— > <------ h8 -----> <----- h9 ---->

Figura 8. Alineamiento de secuencias de los dominios D de las proteinas EhPDI
y DdPDI, en comparacion con la secuencia homdloga la proteina Erp29 de

murino.

Las a-hélices correspondientes al modelo 1G7D se muestran en la parte inferior.
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1G7D ... . i PGCLPAYDALAGQFIEASSREARQAILKQGQDGL
EhPDI KDFVTYFNTNYGYDRDENGKLGKTAGRIAELDDLAKGFANKENKD.E. ..

1G7D SGVKETDKKWASQYLKIMGKILDQGEDFPASELARISKLIEN .KMSEGKK
EhPDI IIKKAEAIEGGAYYVKVMKRIIERGADYVEKEKARINKILENPSMKAKKI

1G7D EELQRSLNILTAFRKKGAEKEEL
EhPDI DDFTRNLNVLEVF..........

Figura 9. Prediccién de la estructura terciaria del dominio D de EhPDI basado en
homologia de secuencias, usando como modelo al dominio D de Erp29 murino.

A. Representacion tubular del trayecto seguido por los carbonos alfa de la estructura terciaria de
dominio D de EhPDI (inferida) en comparacion con la estructura cristalografica del dominio D de
MmErp29 HuFRAP (modelo, PDB No. 1G7D). La secuencia de murino se muestra en azul, en
tanto la amibiana en rojo. Modelos realizados usando el programa UCSF Chimera + Modeller.

B. Representacion en listones del plegamiento inferido del dominio D de EhPDI. La secuencia
(amino a carboxilo) se indica en progresion de los colores del espectro visible (azul a rojo).

C. Alineamiento binario de secuencias homdlogas (modelo + prediccion) del dominio D amibiano y
murino. Los residuos comprometidos en a-hélices se muestran sombreados en azul.

estructural del dominio D, es un plegamiento caracterizado por un arreglo de 5 a-hélices.
Sugerentemente, un analisis de prediccion estructural de la proteina EhPDI reveld
que el dominio D esta conformado por 5 a-hélices (Figura 8). Como se observa, los
dominio D de las proteinas EhPDI y DdPDI comparten un alto grado de similitud; aun
mas, el alineamiento estructural, utilizando al modelo tridimensional del dominio D de la
proteina Erp29 de murino (PDB No. 1G7D) como molde, es posible inferir (a este nivel)
el arreglo de 5 a-hélices del dominio D de EhPDI. Ademas, la prediccion de la estructura
tridimensional, basada en homologia de secuencias, confirma las observaciones

previamente establecidas (Figura 9).
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Adicionalmente, mediante un anélisis comparativo tipo Blast2 fue posible

identificar una extension de 55 residuos en el C-terminal de EhPDI, el cual es

estructuralmente similar al detectado en DdPDI. Estos enfoques, tedrico-estructurales,

sustentan la hipdtesis que relaciona al extremo C-terminal (dominio D) de EhPDI con su

posible participacion en un mecanismo alterno de retencion/recuperacion intracelular de

proteinas en E. histolytica [Ramos et al., 2005].

5.2. Generacién de un plasmido portador de EhPDI nativa

Como etapa inicial, se realizd un ensayo de complementacion funcional de la

mutante APDI1 de levadura usando la proteina EhPDI en su forma nativa (es decir, con el

extremo C-terminal intacto), ya que los estudios previos se habian realizado etiquetandola

con la secuencia sefial HDEL (de retencion/recuperacion de la ScPDI1) [Mares, 2009].

El  plasmido  pYEhPDI  fue
modificado, mediante  ingenieria  de
plasmidos, con el fin de sustituir el extremo
C-terminal. El pldésmido pYEhPDI2 fue
obtenido satisfactoriamente. Brevemente, el
intercambio  de  dominios  C-terminal
involucraba la incorporacion de otro sitio de
reconocimiento por le endonucleasa Hindlll,
lo que compromete a la obtencion de un
patrén de restriccion visible de 3 fragmentos
(cuando se trata con la mezcla
BamHI/Hindlll) para pYEhPDI2, en lugar
de 2 fragmentos (para pYEhPDI). Como se
observa en la Figura 10, la clona 1 muestra
el patron de restriccibn esperado; a
diferencia de la clona 2, que conserva el

patrén parental.

Figura 10. Andlisis endonucleotidico
preliminar del plasmido pYEhPDI2.

Separacion de fragmentos de restriccion de la
mezcla de endonucleasas BamHI/Hindlll, de
las clonas 1y 2. La clona 1 presenta el patrén
esperado. M, A-HindllI.
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Adicionalmente, la clona 1 fue
caracterizada mediante un analisis del patron
de restriccion usando las endonucleasas
BamHI, EcoRV, Hindlll, y Ncol (Figura
11).

5.3. EnPDI2 complementa a la

mutante APDI1 de levadura

Con el fin de comprobar si la versién
silvestre de la proteina PDI amibiana
(denominada EhPDI2) es capaz de
complementar la mutante APDI1 de
levadura, el plaésmido pYEhPDI2 fue
transfectado en células haploides RSA-
416/pCT8. Las transfectantes estables Ura"

Figura 11. Caracterizacion molecular
del plasmido pYEhPDIZ2 (clona 1).

Nomenclatura de los carriles: 1, EcoRV; 2,
Hindlll; 3, BamHI/EcoRV; 4, BamHI/Ncol;
5, Hindlll/BamHI; 6, HindlIl/EcoRV; y 7,
Hindll1/Ncol. M, A-HindllIl.

His™ fueron apropiadamente seleccionadas (Figura 12, panel izquierdo). Posteriormente,

el plasmido pCT38 fue purgado (segregacion) mediante crecimiento en presencia de

acido 5-fluoro-orético (FOA). El plasmido pCT38 codifica para la orotidina-5’-fosfato

-U -FOA

pYScPDI1 pYEhPDI2 -
LA T e

'l o 7 O

Figura 12. Anélisis funcional de EhPDI2 mediante complementacion

de la mutante APDI1 de S. cerevisiae.

Medio base: SD +L +G418.
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PYEhPDI2

PYScPDI1

+U -FOA -U +FOA -U -FOA

Figura 13. Andlisis de auxotrofias de las complementantes EhPDI2 en
la mutante APDI1 de S. cerevisiae.

Medio base: SD +L +G418.

descarboxilasa, enzima que convierte a FOA en el compuesto 5-fluoro-uracilo, el cual es
toxico para las células. Como se observa en el panel derecho de la Figura 12, las células
portadoras del plasmido pYEhPDI2 fueron capaces de rescatar el fenotipo letal y
proliferar en presencia de FOA (cabe mencionar que el medio debe ser suplementado con
uracilo para complementar la auxotrofia ura3). Con este resultado, es posible establecer
que la proteina EhPDI silvestre (con su dominio D nativo) es capaz de complementar
funcionalmente a la mutante APDI1 de S. cerevisiae.

Adicionalmente, las complementantes fueron analizadas mediante un ensayo
sencillo de determinacion de auxotrofias. Considerando que las celulas RSA-
416/pYENPDI2 debian presentar un fenotipo Ura™ His®, fueron proliferadas en medio
selectivos (Figura 13). Como se observa, las células portadoras de pYEhPDI sélo
proliferan en presencia de uracilo (ausencia de histidina), como era esperado; ademas,
también se observa su incapacidad de proliferar en presencia de FOA (el cual purgaria a
posibles remanentes de pCT38) y en ausencia de uracilo (lo que comprueba su
dependencia a esta base nitrogenada); incluso, en ausencia de FOA no se observo
proliferacion, lo que corrobora la segregacion total de pCT38 y la dependencia de uracilo.

Por otro lado, el tiempo de duplicacién (t;) fue determinado como rasgo
fenotipico cuantitativo. Mediante curvas de crecimiento celular, se calcularon los ty de

1.5y 1.8 h para las complementantes con pYEhPDI2 y pYScPDI1, respectivamente;
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resultado muy similar al valor observado
para ceélulas de levadura de fenotipo
silvestre (1.5-20 h en medio YPD).
Adicionalmente, la presencia episomal del
plasmido pYEhPDI2, y ausencia de
pCT38, en las complementantes RSA-
416/pYEhPDI2 fue verificado mediante
PCR, usando iniciadores gen-especificos
(Figura 14).

5.4. Generacién de plasmidos
portadores de variantes del
dominio D de EhPDI

Posteriormente, se  realizaron
ensayos de complementacion funcional de
la mutante APDI1 de levadura usando
variantes del dominio D de la proteina
EhPDI.

El  plasmido pYEhPDI2 fue
modificado, mediante ingenieria de
plasmidos, con el fin de sustituir el
dominio D nativo. Brevemente, el
intercambio de fragmentos compromete la
pérdida de un segmento (codificante para
a-helices), evento que puede ser detectado
mediante el polimorfismo de un fragmento
de restriccién, cuando los plasmidos
portadores de las variantes son tratados

con una mezcla de las endonucleasas

Figura 14. Andlisis de la presencia
episomal de pYEhPDI2, y ausencia de
pCT38, en complementantes.

Separacion (en gel de agarosa al 1%) de los
productos amplificados. Notacién: M, A-
Hindlll; 1, PPCR EhPDI2; 2, PPCR ScPDI1;
3, PPCR control positivo.

Figura 15. Analisis molecular de los
plasmidos pYEhPDI2/DDR.

Nomenclatura de los carriles: M, A/Hindlll;
1, pYEhPDI2; 2, pYEhPDI2/DDOR; 3,
pYEhPDI2/DD89R; 4, pYEhPDI2/DD789R; 5,
pYEhPDI2/DD6789R; 6, pYEhPDI2/DDR.
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EcoRV/Xbal (para los plasmidos DDR) y M 1 2 3 4 5 6
Ncol/Xbal (para los plasmidos DDF).
Como se observa en la Figura 15,
todos los pldésmidos DDR presentan un
fragmento comun de (5599 pb); sin
embargo, se observa un patron en escalera
(esperado) para el fragmento polimdrfico
(carriles: 1, 598 pb; 2, 522 pb; 3, 471 pb;
4, 426 pb; 5, 360 pb; 6, 321 pb). Por otro

lado, la Figura 16 muestra que todos los

plasmidos DDF presentan dos fragmentos

Figura 16. Analisis molecular de los
plasmidos pYEhPDI2/DDF.

comunes (5502 y 348 pb); sin embargo, se

observa el patron en escalera (esperado)
Nomenclatura de los carriles: M, A/Hindlll;

para el fragmento polimorfico (carriles: 1, 1, pYEWPDI2 2, pYEhPDI2/DDSF; 3
pYEhPDI2/DD56F; 4, pYEhPDI2/DD567F; 5,
737 pb; 2, 677 pb; 3, 638 pb; 4, 596 pb; 5, pYEhPDI2/DDS5678F; 6, pYERPDI2/DDR.

536 pb; 6, 466 pb).

5.5. El dominio D de EhPDI, aparentemente, no participa en el mecanismo de

retencién intracelular de proteinas en levadura

Con el fin de identificar la participacion individual de las a-hélices del dominio D
de la PDI amibiana en el mecanismo de retencion intracelular de proteinas en levadura,
mediante complementacion funcional y rescate del fenotipo letal de la mutante APDI1,
los plasmidos portadores de las variantes de EhPDI fueron transfectados en células
haploides RSA-416/pCT8. Las transfectantes estables Ura® His™ fueron apropiadamente
seleccionadas (Figura 17, panel izquierdo). Posteriormente, el plasmido pCT38 fue
purgado (segregacion) mediante crecimiento en presencia de acido 5-fluoro-orético
(FOA).

Como se observa en el panel derecho de la Figura 17, las células portadoras de las
variantes del plasmido pYEhPDI2 fueron capaces de proliferar en presencia de FOA

(cabe mencionar que el medio debe ser suplementado con uracilo para complementar la
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+U +FOA

Figura 17. Anélisis funcional de las
variantes del dominio D de EhPDI
mediante complementacion de la
mutante APDI1 de S. cerevisiae.

Paneles: izquierda, proliferacion celular en
medio base (SD +L +G418); derecha,
proliferacién celular en medio base
suplementado con uracilo y FOA.

A. Variantes DDR de pYEhPDI2: DDR
(a,b,c,d); DD9R (e); DD6789R (f); control,
pYEhPDI2 (g).

B. Variantes DDR de pYEhPDI2: DD89R
(h,i); DD789R (j,k); control, pYEhPDI2
0.

C. Variantes DDF de pYEhPDI: DD5F
(1,2); DD56F (3,4); DD567F (5,6);
DD5678F (7,8); controles, pRS413 (9);
pYScPDI1  (10); pYEhPDI2  (11);
pYEhPDI (12).

auxotrofia ura3). Interesantemente, este resultado apunta a la nocién de que ninguna de
las a-hélices es importante para el mecanismo de retencién de EhPDI; inclusive, en
asuencia del dominio D es posible la complementacion funcional de la mutante APDII de
S. cerevisiae, sugiriendo que EhPDI es retenida intracelularmente por otro mecanismo
(discutido mas adelante).

Adicionalmente, las complementantes fueron analizadas mediante un ensayo
sencillo de determinacién de auxotrofias, el cual mostr6 que mantenian la correlacion
genotipo-fenotipo esperado. Por otro lado, el tiempo de duplicacién (tg), determinado
como rasgo fenotipico cuantitativo, permanecio similar a la silvestre. Paralelamente, la
presencia episomal de las variantes de pYEhPDI2 fue verificada mediante PCR, usando

iniciadores gen-especificos (resultados no mostrados).
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5.6. En levadura, EhPDI es retenida intracelularmente por un mecanismo

independiente de la secuencia HDEL y del dominio D

El papel del reticulo endoplasmico es crucial en la biosintesis de proteinas, ya que
muchas proteinas luminales y membranales son procesadas en este compartimiento.
Modificaciones bioquimicas, incluyendo plegamiento, formacion y rearreglo de enlaces
disulfuro, glicosilacion y oligomerizacion, son asistidas por proteinas residentes del
reticulo endoplasmico (tales como Bip, PDI, calnexina y calreticulina, entre otras)
[Alberts et al., 2008].

A pesar de la alta concentracion de proteinas en el reticulo endoplasmico, las
proteinas luminales residentes no son secretadas y son detectadas a baja concentracion en
otros compartimientos de la via de secrecion (p.e. aparato de Golgi). Esta localizacion
selectiva es principalmente atribuida a la participacion de dos componentes moleculares:
una sefial de retencion en proteinas residentes (H/KDEL) del reticulo endoplasmico y un
receptor de membrana (ERD2) en el aparato de Golgi, que asegura la recuperacion de
aquellas que se fugan hacia ese compartimiento [Janson et al., 1998].

Por otro lado, existe poco conocimiento de mecanismos que aseguran la retencién
de proteinas solubles del reticulo endoplasmico que carecen de la secuencia candnica de
retencion/recuperacion. Interesantemente, en un estudio con la proteina PDI de D.
discoideum (DdPDI), carente de KDEL [Monnat et al., 1997], se report6 la existencia de
un mecanismo alterno que involucra la participacion del dominio C-terminal (dominio D)
[Monnat et al.,, 2000]. Ademas, los resultados sugieren la co-existencia de ambos
mecanismos (candnico y alterno) en S. cerevisiae y D. discoideum.

Con respecto a E. histolytica, evidencias moleculares y celulares han demostrado
la existencia del mecanismo canénico. Por un lado, un receptor homologo a ERD2 ya fue
identificado [Sanchez-Ldpez et al., 1998] y, por otro, proteinas, como BIP, presentan la
secuencia KDEL [Ghosh et al., 1999]. Aun mas, la localizacion intracelular de proteinas
etiquetadas con KDEL, como la quitinasa amibiana y la proteina reportera GFP, sugiere
que este mecanismo es funcionalmente activo en el estadio de trofozoito [Ghosh et al.,
1999; Teixeira et al., 2008].
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Curiosamente, las datos experimentales sefialan que la proteina PDI de E.
histolytica (EhPDI), carente de la secuencia candnica y con un dominio D similar al
homélogo de D. discoideum [Ramos et al., 2005], es retenida en un compartimento
intracelular (aparentemente el reticulo endopldsmico) [Manning-Cela et al., 2003;
Salgado et al., 2005; Gonzélez et al., 2011]. Estas evidencias sugieren la existencia de un
mecanismo alterno en E. histolytica, probablemente similar al determinado en D.
discoideum y S. cerevisiae.

Desafortunadamente, los datos obtenidos en el presente proyecto no son
completamente concluyentes. Aparentemente, la proteina EhPDI, y sus variantes, son
retenidas intracelularmente, en la mutante APDI1 de levadura, el tiempo suficiente para
complementar la funcion y rescatar el fenotipo letal. Una posible explicacion que pudiera
apoyar los resultados observados es la formacion de hetero-oligdmeros (EhPDI con
proteinas que contengan la secuencia candnica; p.e. Bip) [Gillece et al., 1999]. Por otro
lado, se ha reportado que la remocion de la secuencia HDEL de la proteina Bip de
levadura favorece su fuga del reticulo endoplasmico, pero a una velocidad mas lenta
(comparada con las proteinas secretorias naturales), lo cual es compensado mediante un
sobre-expresion [Hardwick et al., 1990]; aun mas, la remocion de la secuencia HDEL de
la proteina PDI1 de levadura favorece su secrecion, pero a una velocidad que permite la
complementacion y rescate del fenotipo letal [Gunther et al., 1993; LaMantia y Lennarz,
1993].
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6. CONCLUSIONES

Mediante protocolos estandar de biologia molecular, se construyé el plasmido de
expresion en levadura pYEhPDI2, el cual contiene la secuencia codificante para la
proteinas EhPDI con el dominio D nativo. El plasmido pYEhPDI2 fue exitosamente
transfectado y mantenido, de manera episomal, en células mutantes APDI1 de S.
cerevisiae (haploides RSA-416/pCT8). El ensayo de intercambio de plasmidos demostro
que la proteina EhPDI (con el dominio D nativo) es capaz de complementar
funcionalmente la mutante APDI1 de levadura y rescatar el fenotipo letal; ademas, se
observo un restablecimiento de la velocidad de crecimiento celular a valores similares a
los observados con la proteina homéloga (ScPDI1).

Mediante protocolos de mutagénesis dirigida, se construyé un grupo de
plasmidos, derivados de pYEhPDI2, portadores de variantes del dominio D de EhPDI;
especificamente, carentes de secuencias codificantes para a-hélices (deleciones
secuenciales inversa- y progresivamente). Los plasmidos variantes de pYEhPDI2 fueron
exitosamente transfectados y mantenidos, de manera episomal, en células mutantes
APDI1 de S. cerevisiae (haploides RSA-416/pCT8). Los ensayos de intercambio de
plasmidos demostraron que las variantes de la proteinas EhPDI, portadoras de diferentes
mutaciones del dominio D, son capaces de complementar funcionalmente la mutante
APDI1 de levadura y rescatar el fenotipo letal; ademas, se observd que mantienen la
velocidad de crecimiento celular en valores similares a los observados con la proteina
homologa (ScPDI1).

A pesar de que los resultados obtenidos no son completamente concluyentes, con
respecto a la participacion del dominio D de EhPDI en un mecanismo de retencion
intracelular de proteinas, estos sugieren que E. histolytica pudiera poseer un mecanismo
similar al observado en D. dis|coideum y S. cerevisiae.

Finalmente, la observacion de que EhPDI carente del dominio D permanece
intracelularmente y rescata el fenotipo letal de la mutante APDI de levadura es intrigante.

Diferentes ensayos podrian apoyar o rechazar algunas hipdtesis que se han planteado; p.e.
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formacion e identificacion de hetero-oligdbmeros, induccién de la expresion y
mantenimiento de una concentracion fija de la proteina, o la existencia de un mecanismo
de secrecion lenta de la proteina, que le proporcione el tiempo suficiente realizar las
funciones vitales; sin descartar la posible participacion de otro dominio (p.e.

tiorredoxina) en alguno de estos mecanismos.
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