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Abreviaturas

°C

pm; nm

AMC
ATP
bCIP
BrEt
BSA

CP
DMSO
DO
DTT
EDTA
FD

g; H9; ng
GPI

h; min; s
Hsp
IPTG
kDa

L, mL, pL
LB

M, mM, uM, nM
pb/bp
PCR
PDI

pH

RE

Rpm
SBME
TBS
TBST
TEMED
Trx
UFC
uv

Grados Celsius (centigrados)
Micrémetros; Nandmetros
Absorbancia
7-metil-4-aminocumarina

Trifosfato de adenosina

Fosfatasa alcalina

Bromuro de etidio

Albldmina de suero bovino

Cisteina proteasa

Dimetilsulfoxido

Densidad optica

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético
Factor de dilucion

Gramos; Microgramos; Nanogramos
Glicosilfosfatidilinositol

Horas; Minutos; Segundos

Proteinas de choque térmico
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
Kilodalton

Litros; Mililitros; Microlitros

Medio de cultivo Luria-Bertani
Molar; Milimolar; Micromolar; Nanomolar
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa de ADN
Proteina disulfuro isomerasa
Potencial de Hidrogeno

Reticulo endoplasmatico
Revoluciones por minuto

Sin B-Mercaptoetanol

Solucién amortiguadora tris-salina
Solucién amortiguadora tris-salina con Tween-20
N,N,N",N’-tetra-metil-etilenediamina
Tiorredoxina

Unidades formadoras de colonia
Ultravioleta

Volts
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1. INTRODUCCION

1.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica

1.1.1. Amibiasis como problema de salud publica

La amibiasis se define, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como cualquier
infeccion del intestino grueso por el parésito protozoario Entamoeba histolytica, la cual puede llegar a
convertirse en invasiva (extra-intestinal) e implica un importante problema de salud publica en regiones
y paises de Africa, Asia, y América, donde las condiciones sanitarias son precarias y existe una alta
prevalencia de cepas virulentas [WHO, 1997].

Actualmente, la amibiasis se ubica como la tercera causa de mortalidad mundial por infecciones
parasitarias, siendo malaria y esquistosomiasis las primeras dos [Serrano-Luna et al., 2013].
Aproximadamente, se reportan 34-50 millones de infecciones anuales; de las cuales, 40-110 mil personas
mueren por complicaciones asociadas a la enfermedad [Wilson et al, 2012]. Cuando la infeccién no es
diagnosticada y tratada a tiempo, mas del 70% de los pacientes desarrollan ataques fulminantes de colitis,
disenteria, o apendicitis amibiana, y alrededor del 10% desarrolla abscesos hepaticos amibianos
(principal infeccidn extra-intestinal) [Ximenez et al., 2007].

En México, la incidencia de amibiasis muestra variaciones entre las regiones norte, noroeste, y
sureste del pais; sin embargo, los reportes de las tltimas dos décadas, concuerdan en el grupo poblacional
con mayor niamero de casos: en nifios menores a 4 afios [Rojas et al., 2016]. Hasta el afio 2015, se ubicd
en la 15ta. (decimoquinta) posicion entre las principales causas de morbilidad nacional, teniendo mayor
incidencia en los estados de Nayarit, Guerrero, y Yucatan [SUIVE/DGE/SSA, 2015]. Interesantemente,
se reportd que 15% de los casos de diarrea y disenteria aguda en pacientes pediatricos hospitalizados

estaban asociados a la presencia de E. histolytica en muestras clinicas.

1.1.2. Amibiasis como patologia

Clinicamente, E. histolytica puede causar amibiasis intestinal (no invasiva) o extra-intestinal
(invasiva). Por lo general, la infeccion intestinal es asintomatica, pero puede desarrollar lesiones tisulares
de diferente grado, las cuales pueden ser de tipo agudas o cronicas [Wiser, 2010].

Las formas agudas se clasifican en: (1) rectocolitis amibiana o disenteria amibiana, las lesiones
se localizan en la regidn recto-sigmoidea y se caracteriza por sintomas como pujo, tenesmo, y evacuacion
de heces con sangre, pus, y mucosidad, ademas, algunos pacientes pueden presentar fiebre y dolor en las

fosas iliacas; (2) colitis fulminante, las ulceraciones pueden encontrarse en todo el colon, e incluso
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pueden perforar el intestino, y aunque es poco frecuente, algunos pacientes muestran signos de abdomen
agudo y sindrome disentérico; (3) diarrea amibiana, las lesiones no son tan profundas, afectando
primordialmente al ciego y el apéndice (simulando una apendicitis aguda); (4) tifloapendicitis amibiana,
sintomatologia similar a la apendicitis aguda pero generalmente acompafiada de diarrea [Baruch, 2013].

Las formas crénicas son atipicas y asintomaticas. Algunos pacientes presentan periodos de
diarrea alternados con periodos de normalidad, mientras que otros muestran constipacion con
meteorismo postprandial, dolores abdominales, y cefalea, entre otros sintomas [Wiser, 2010].

A pesar de lo anterior, la mayoria de los casos de infeccion intestinal no muestra manifestaciones
clinicas; sin embargo, en infecciones recurrentes o relapsos, algunos pacientes pueden evolucionar a
amibiasis invasiva, especialmente si el parasito encuentra las condiciones apropiadas para penetrar la
mucosa del colon. Las primeras lesiones del tejido extra-intestinal se caracterizan como pequefias areas
necrosadas o ulceradas [Baruch, 2013].

La infeccidn extra-intestinal mas frecuente es la amibiasis hepatica, mostrando hepatomegalia
como principal signo, acompafada de fiebre y dolor. Ademas, puede causar ictericia, palidez, anorexia,
dolor torécico, menor movilidad del diafragma, y matidez de la base pulmonar, aunado a un malestar
general [Baruch, 2013]. Con menor frecuencia, se han reportado otras infecciones invasivas, p. €j.,
amibiasis pleuropulmonar, peritoneal, cardiaca, y cerebral; sin embargo, éstas generalmente se presentan
después de la infeccion hepatica, como consecuencia de la ruptura de un absceso y la migracion del
parasito a tejidos vecinos (pulmén) o a tejidos distantes (cerebro, a través del torrente sanguineo).
Cuando el dafio tisular es severo, las infecciones amibianas extra-intestinales pueden conducir a la
muerte [Wiser, 2010].

1.1.3. Entamoeba histolytica

E. histolytica es un protozoario unicelular eucariotico causante de la amibiasis en humanos, cuyo
nombre cientifico proviene de cuatro términos griegos, que significan “amiba que destruye el tejido
intestinal” [Becerril et al., 2014].

Morfologia y ciclo de vida

En su ciclo de vida, E. histolytica presenta varios estadios morfolégicos; sin embargo, sélo dos
han sido caracterizados claramente: trofozoito, o forma invasiva, y quiste, o forma infectiva (Figura 1-
1). El trofozoito es mono-nucleado, amorfo, y puede medir entre 10 y 60 um. En condiciones

medioambientales dptimas (pH cercano a 7.0, temperatura de 37 °C), aunado a un abasto suficiente de
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nutrientes y a una buena hidratacion, pueden
proliferar indefinidamente. Con una membrana
citoplasmaética bastante compleja y un citosol repleto
de una amplia variedad de vesiculas poco
diferenciadas, contiene un citoplasma de dos
componentes: un ectoplasma, que participa en
funciones tanto de digestion (mediante pinocitosis y
fagocitosis) como de locomociéon (mediante
pseudopodia), y un endoplasma, que rodea a su
Unico nucleo [Wiser, 2010]. A pesar de carecer de
mitocondrias tipicas, y por ende un metabolismo
anaerdbico dependiente de energia via glucolisis,
contiene un mitosoma (remanente mitocondrial) con
funciones aun no definidas claramente. Ademas,
contiene un sistema endomembranoso (similar al
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi)
aparentemente subdesarrollado [Baruch, 2013].
Una forma poco diferenciada, observable en heces
diarreicas de pacientes con infeccion activa, es el
pre-quiste (también denominado forma quistica
inmadura), el cual puede medir 5-20 um y contener
1 o 2 ndcleos [Baruch, 2013]. El quiste, la forma
completamente diferenciada (madura), es excretado
en heces solidas o liquidas de pacientes infectados,
mide de 8 a 14 um, y contiene 4 nlcleos. Este estadio
le brinda al parasito capacidad de resistencia a la
desecacién y a los cambios de temperatura,
permitiéndole viabilidad por periodos prolongados
fuera del hospedero [Wiser, 2010].

El ciclo de vida del parésito inicia con la
ingesta del quiste, generalmente presente en bebidas
o0 alimentos contaminados (Figura 1-2). Cuando pasa
por el estbmago, las enzimas hidroliticas erosionan

la pared quistica, sin afectar el citoplasma, y al llegar

immature cysts

ectoplasm
\‘p endoplasm

CB vacuole

trophozoite

mature cyst

Figura 1-1. Estadios de E. histolytica que habitan el
colon en humanos.

Quistes inmaduros o prequistes (1-2 nucleos) asi
como quistes maduros (4 nucleos) son
comunmente encontrados en heces. Cuerpos
cromatoides (CB) y vacuolas pueden ser evidentes
en el estadio de prequiste. Tomada de Wiser,
2010. La imagen permanece en el lenguaje
original.

Ingestion de quistes

SAren: wEACTAIER  PROPLES
hittp:/Awww.dpd.cdc.govidpdx
maduros

A = Forma infectante
A = Forma diagnéstica T /A
Eliminacion en heces A\

= Colonizacién no invasiva
[} = Enfermedad intestinal
= Enfermedad extraintestinal

Trofozoitos f)

Figura 1-2. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

Tomada del portal del Centro de Control de
Enfermedades de E.U.A. (www.cdc.gov)
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al ileon, las secreciones intestinales finalizan la degradacion de esa pared, provocando el
desenquistamiento. En este sitio, tanto el citoplasma como los nicleos se dividen, generando ocho
trofozoitos mono-nucleados, los cuales se dividen por fision binaria y se adhieren a la mucosa intestinal,
colonizando el intestino grueso (region ileo-cecal), donde pueden vivir como comensales alimentandose
de bacterias y restos celulares.

Cuando el ambiente no es favorable, el trofozoito se desprende de la mucosa intestinal e inicia
el proceso de enquistamiento, adquiriendo una forma pre-quistica esférica y la aparicién de cuerpos
cromatoides (CB) en el citoplasma (indicados en la Figura 1-1). La maduracion del quiste involucra dos
ciclos de replicacion nuclear sin division celular y la desaparicién de los CB. Los quistes maduros son
eliminados en las heces fecales y pueden permanecer viables fuera del hospedero durante semanas o
meses, dependiendo de las condiciones medio-ambientales, o pueden ser consumidos, en bebidas o
alimentos contaminados, reiniciando su ciclo de vida.

Ocasionalmente, cuando las condiciones de la region ileo-cecal lo favorecen, aunado al estado
inmunolégico del hospedero y al arsenal de factores de virulencia que porte el parésito, el trofozoito
evoluciona hacia una forma invasiva, la cual puede penetrar la mucosa intestinal, originando lesiones e
invadiendo los vasos sanguineos de los tejidos méas proximos, y diseminarse hacia otros érganos, como

el higado (principalmente), causando abscesos amibianos [Wiser, 2010].

Patogénesis y virulencia

E. histolytica tiene un conjunto de factores de virulencia que le permiten infectar, sobrevivir, e
invadir al hospedero (humano). La totalidad de estos, a nivel tanto de la estructura-funcién como de su
efecto fisioldgico, ain no se comprende por completo; ademas, existen condiciones en el hospedero que
pudieran potenciar los efectos deletéreos de la infeccion. Por lo tanto, se considera que la patogénesis de
la amibiasis es el producto de una combinacion de factores parasito-hospedero-ambiente que contribuyen
al desarrollo y establecimiento de la enfermedad [Wiser, 2010].

El paréasito expresa y despliega proteinas en su superficie, como la lectina de union a galactosa/N-
acetilgalactosamina, involucradas en la adhesién a la mucina del colon. Ademas, secreta amibaporos
(péptidos formadores de poros), que desestabilizan membranas de células del hospedero, y cisteina
proteasas, que degradan proteinas de la matriz extracelular, inmunoglobulinas, y factores del
complemento [Serrano-Luna et al., 2013].

Interesantemente, se ha reportado que la variabilidad fenotipica y el medioambiente contribuyen
directamente sobre la virulencia de E. histolytica. Esto se ha observado en cultivos de laboratorio, donde
aislados clinicos con marcado perfil virulento reducen su capacidad secretora al ser proliferados en medio

axénico [Becerril et al., 2014]. Por otro lado, la microbiota intestinal influye directamente sobre el
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establecimiento de la infeccion, ya que representa la principal fuente de alimentacion del trofozoito.
Aunado a esto, el grado de glicosilacion de MUC2 (mucina predominante en la mucosa del colon), que
beneficia su adhesion al tejido intestinal, y la competencia del sistema inmune del hospedero, que juega
un papel importante en las etapas tempranas de la infeccidon, aceleran el proceso de dafio al tejido
intestinal [Petri, et al, 2002].

Factores de virulencia

La lectina de union a galactosa y N-acetilgalactosamina, principal molécula de adhesion del
parasito, se presenta en forma de un complejo de membrana, con peso molecular de 260 kDa [Petri et
al., 1989], compuesto por dos subunidades, una pesada (Hgl, 170 kDa) y una ligera (Lgl, 35/31 kDa),
conectadas mediante un enlace disulfuro, y unidas no covalentemente a una subunidad intermedia (lgl,
150 kDa). Hgl es una proteina integral de membrana, constituida por un dominio extracelular (rico en
cisteinas) y un pequefio fragmento citosolico (responsable de la sefializacion intracelular); en tanto Igl y
Lgl estan ancladas via glicosilfosfatidilinositol (GPI) [Petri, et al, 2002; Ralston & Petri, 2011]. Ademas
de su papel en la adherencia, se ha reportado que también participa en la citotoxicidad y en mecanismos
de evasion al sistema inmune, ya que es muy similar a CD59 de humano [Ximenez et al., 2007].

Los amibaporos, proteinas parecidas a saponina, son proteinas capaces de formar canales iénicos
en membranas lipidicas y de despolarizar las membranas de las células blanco [Bracha et al., 2002]. E.
histolytica expresa y secreta tres isoformas (A, B, y C) en una proporcion 35:10:1. La isoforma A es la
mas estudiada (debido a su nivel de expresion); sin embargo, la isoforma C (menos abundante) es la que
exhibe mayor accion citolitica [Leippe, 1997]. Las tres isoformas despliegan un sitio altamente
conservado, conteniendo 6 residuos de cisteinas que conforman 3 enlaces disulfuro, los cuales confieren
resistencia a ambientes &cidos y amplia termoestabilidad [Zhai & Saier, 2000]. Su mecanismo de accién
consiste en permeabilizar la membrana mediante insercion en la bicapa lipidica de la célula afectada,
alterando el flujo de iones y otras moléculas, lo que conduce a un desbalance en el medio intracelular y
para ocasionar, finalmente, la muerte [Wilson et al., 2012; Becerril et al., 2014]. También se ha
observado gue exhiben funcidn bacteriolitica, ya que son capaces de lisar bacterias [Leippe, 1997].

Las cisteina proteasas (CP) son enzimas capaces de degradar proteinas [Wiser, 2010]. Durante
la invasion, las CP degradan la mucosa intestinal y destruyen la matriz extracelular, causando dafio
epitelial y ulceraciones. La formacion de estas Ulceras permite que el parésito transite hacia la mucosa 'y
migre hacia otros tejidos, principalmente al higado. De acuerdo a la base de datos del genoma amibiano
(www.amoebadb.org), existen 50 genes que codifican para CP, la mayoria con alta similitud a proteinas
de la superfamilia de papaina Cl. Los precursores enzimaticos se expresan como pre-pro-proteinas,

conteniendo una secuencia sefial de 12-20 residuos, un dominio pro de 55-148 residuos, y un dominio
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catalitico de 190-488 residuos de aminoacidos (que contiene tres enlaces disulfuro que estabilizan su
estructura terciaria) [He et al., 2010]. En la mayoria, sus sitios activos contienen una triada catalitica
conformada por los residuos Cys, His, y Asn. Del conjunto enzimético, EhCP1, EnCP2, EnCP3, y EhCP5
son las mas estudiadas se sabe que participan en la destruccion de la matriz extracelular, degradando
fibronectina, laminina, y colageno; en la fagocitosis de bacterias y células del hospedero, y en la evasion
del sistema inmune, degradando inmunoglobulinas, interleucinas, y factores del complemento [Becerril
et al., 2014].

Algunos antioxidantes amibianos, considerados como factores de virulencia, descomponen
aniones peroxidos y superdxidos. Tres enzimas han sido catalogadas como antioxidantes: una superéxido
dismutasa que contiene hierro (Fe-SOD), que cataliza la conversion de superdéxido a oxigeno (O2) y
peréxido de hidrogeno (H20,); una flavina-reductasa dependiente de NADPH, que es capaz de reducir
02 a H20;; una peroxirredoxina (Prx), que exhibe actividad peroxidasa y antioxidante [Wilson et al.,
20101, y depende de la accidn del sistema Trx/TrxR (tiorredoxina y tiorredoxina reductasa) [Pacheco-
Yépez et al., 2014]. En la superficie, la Prx interactia con la lectina de union a galactosa/N-
acetilgalactosamina, probablemente para proteger al trofozoito de las especies reactivas de oxigeno
(generadas por células epiteliales y fagocitos del hospedero); ademas, el sistema Prx-Trx protege a la
membrana célula de la peroxidacion de lipidos. Ambos sistemas permiten la sobrevivencia y

proliferacion del trofozoito en ambientes altamente oxigenados [Pacheco-Yépez et al., 2014].

1.2. Proteasas y sus funciones

1.2.1.Bioquimica y biofisica

Las proteasas son enzimas capaces de hidrolizar los enlaces peptidicos, se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, y muestran una gran variedad de funciones. En general, son
esenciales en cada etapa de vida de una célula, ya que todas las proteinas producidas tienen que ser
eventualmente degradadas [Potempa & Pike, 2005]. Habitualmente, se sintetizan como precursores
inactivos, conocidos como zimdgenos, con la finalidad de prevenir la degradacién proteica no deseada.
La conversion de un zimogeno a una enzima activa ocurre generalmente por prote6lisis limitada de un
fragmento, conocido como segmento de activacion inhibitorio, que se encuentra en el extremo N-
terminal [Khan & James, 1998].

Con respecto al sitio de corte, las proteasas se clasifican en: endopeptidasas, si rompen cualquier
enlace peptidico no ubicado en los extremos; y exopeptidasas, si cortan a partir del extremo N- o C-
terminal. El término peptidasa se utiliza para enzimas que hidrolizan péptidos pequefios, mientras que

proteasa se aplica a (endo/exo) peptidasas capaces de cortar péptidos grandes y proteinas [Potempa &
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Pike, 2005]. Sin embargo, la clasificacion més utilizada corresponde a su mecanismo catalitico:
serina/serin proteasas, cisteina proteasas (tiol-proteasas), aspartato proteasas (proteasas &cidas), y
metaloproteinasas [Hartley, 1960]. Posteriormente, se afiadieron dos grupos mas: glutamato proteasas
[Fujinaga et al., 2004] y treonina/treonin proteasas [Seemdiller et al., 1995].

Las serina/serin proteasas participan en un gran nimero de procesos bioldgicos y son el grupo
con mayor proporcion (35%) [Potempa & Pike, 2005]. Quimiotripsina (primera serina proteasa
clasificada), tripsina, elastasa, y catepsina G se ubican dentro de esta clasificacién [Neitzel, 2010]. Su
sitio catalitico estd compuesto por residuos de serina, histidina, y aspartato; siendo el residuo de serina
(hidroxilo) el que acttia como nucledéfilo, en tanto el residuo de histidina actia como base para potenciar
la reaccion y el residuo de aspartato como estabilizador [Khan & James, 1998]. El pH éptimo de la
catdlisis es de 7 a 9 [Neitzel, 2010].

Las cisteina proteasas son muy similares a las serina/serin proteasas en cuanto a su mecanismo
de accién, pero son mejores nucleéfilos (debido a la capa extra de electrones presentes en el azufre del
grupo tiol), y constituyen el 19.8% del total de proteasas [Potempa & Pike, 2005]. La papaina es la
principal proteasa que distingue a este grupo [Sajid & McKerrow, 2002]. Su sitio catalitico consta de tres
residuos: cisteina, histidina, y asparagina, favoreciendo un ataque nucleofilico sobre el enlace escindible
por parte del grupo tiol de la cisteina [Khan & James, 1998]. El pH 6ptimo de hidrdlisis habitualmente
se ubica en el rango de 4 a 7 [Sajid & McKerrow, 2002].

Las aspartato proteasas se pueden encontrar en hongos, virus, levaduras, plantas, y mamiferos,
y constituyen el 6.3% del total de proteasas. Poseen dos residuos de aspartato altamente conservados en
el sitio activo. La proteolisis se lleva a cabo en un solo paso. Las principales proteasas que corresponden
a este grupo son renina, pepsina, y catepsina. Un pH por debajo de 5 es el 6ptimo para que la catalisis se
lleve a cabo [Brik & Wong, 2002].

Las metaloproteinasas corresponden el segundo grupo con mayor representacion (30.2%),
después de las serina/serin proteasas. Son hidrolasas donde el ataque nucleofilico se lleva a cabo
mediante una molécula de agua activada por un catién metéalico, usualmente es zinc (aungue también
puede ser cobalto, manganeso o niquel). El i6n metalico puede ser inmovilizado por tres ligandos
(residuos de aminoacidos): histidina, glutamato, o aspartato. Termolicina, carboxipeptidasas, y
aminopeptidasas corresponden a este grupo. El pH 6ptimo para que se lleve a cabo la hidrdlisis es de 7
a 9 [Potempa & Pike, 2005].

1.2.2. Proteasas en patologias de humanos
La funcion celular de las proteasas requiere de una regulacion muy estricta, la cual puede ser a

nivel transcripcional o mediante modificaciones post-transcripcionales. Una falla en cualquiera de estos
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mecanismos puede provocar enfermedades neuroldgicas (como Alzheimer, meningitis, y esclerosis
maltiple, entre otras) o desdrdenes cardiovasculares (como infarto, hipertension, trombosis, y
hemorragias, entre otras); ademas, puede inducir degradacion de tejido, y con ello artritis o0 enfermedades
fibréticas, y causar eventos de progresion tumoral (como la angiogénesis, invasion de tejido, y
metastasis) [Cerda-Costa & Gomis-Riith, 2014]. Las proteasas juegan papeles fisioldgicos importantes
en el ciclo de vida de cualquier organismo, pero las enzimas que son producidas por microorganismos
patdgenos pueden actuar como factores toxicos para el hospedero, evadiendo las defensas y degradando
tejidos, lo que ocasiona dafios severos [Miyoshi & Shinoda, 2000]. Esto es cierto para varias infecciones
en humanos; p. €j., tétanos, neumonia, tuberculosis, SIDA, botulismo, gangrena, malaria, leishmaniasis,

y amibiasis, entre otras [Cerda-Costa & Gomis-Rlith, 2014].

1.2.3. Proteasas de parasitos protozoarios

Para sobrevivir y propagarse, los parasitos protozoarios requieren infectar a sus hospederos; para
ello, tienen proteasas esenciales que participan en diferentes actividades; p. €j., evasion del sistema
inmune y degradacién de proteinas, entre otras. Ademas, participan en el procesamiento secundario
(activacion) de otras proteinas, importantes para su fisiologia. Como se puede observar en la Tabla 1-1,
expresan una amplia variedad de proteasas [Atkinson et al., 2009; Baruch, 2013; Sibley, 2013].

Tabla 1-1. Enzimas proteoliticas de protozoarios.

Enzima Parasito Nombre Funcién
Tripanosomatidos Cruzipaina, congopaina Antigénicas
. o, Invasion y ulterior rotura eritrocitaria;
Plasmodium Falcipaina ¥ !

digestion de hemoglobina

Amoebapaina,

Cisteina proteasas E. histolytica Penetracion de mucosas

histolizaina
Faciola hepdtica L ., .
. P Penetracion, degradacion de matriz
Paragonimus
. extracelular
westermani
T. cruzi Oligopeptidasa B Penetracion de tripomastigotes
Hidrolisis de colageno
. . . - . Invasidn; formacién de vacuola
Serin proteasas T. cruzi, Plasmodium Prolil oligopeptidasa . . .
parasitéfora; interacciones con
receptores
Schistosoma mansoni Penetracion a piel
. - . . Degradacion de componentes de matriz
Tripanosomatidos Leishmanolisina g P
extracelular
Metaloproteasas ., .
. - Degradacion de péptidos en vacuola
Plasmodium Falcilisina . .
alimentaria
Aspartato proteasa Plasmodium Plasmepsinas Digestion de hemoglobina
. - Recambio proteico en proceso de
Treonin proteasas Todos los parasitos Proteosoma P P

diferenciacion

Tomada de Baruch, 2013.
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Plasmodium falciparum, el parésito causante de la malaria, tiene proteasas que pertenecen a
diversos grupos. La principal es un aspartato proteasa conocida como plasmepsina, ya que es la
encargada de la primera fase de digestion de hemoglobina, por ello es un considerada como una excelente
diana terapéutica [Coombs et al., 2001]. Ademas, contiene una serina proteasa, unida a la membrana,
que esta involucrada en la formacion de la vacuola parasitofora. Las falcipainas, cisteina proteasas, estan
involucradas en la invasion y son responsables de la digestion de hemoglobina al interior de la vacuola
digestiva [Baruch, 2013]. La metaloproteasa falcilisina se encarga de la degradacion de péptidos
pequefios generados por otras proteasas [Coombs et al., 2001].

La cruzipaina, una cisteina proteasa de Trypanosoma cruzi (agente causal de la enfermedad de
Chagas), se expresa en todos los estadios del parasito y es la responsable de la interaccion del parasito
con el macréfago y de la invasion a células hospederas [McKerrow et al., 1993]. La serina proteasa
oligopeptidasa B se encarga de la invasion de uno de los estadios infecciosos (tripomastigotes), al inducir
un incremento transitorio de calcio citosolico en la célula hospedera. Por otro lado, una prolil
oligopeptidasa (serina proteasa) se encarga de hidrolizar a fibronectina y colageno [Baruch, 2013].

Entamoeba histolytica, agente causal de la amibiasis, expresa una amplia familia de cisteina
proteasas y metaloproteasas. Las cisteina proteasas tienen diferentes funciones y se ha reportado que
durante una infeccion invasiva los niveles de éstas aumentan. Quizas la funcion principal a destacar es
su efecto citopatico, ya que es esencial para la invasion y degradacion de tejidos. La metalocolagenasa,

presente en la membrana del trofozoito, participa en la degradacion de colageno [McKerrow et al., 1993].

1.2.4. Proteasas de parasitos protozoarios como dianas terapéuticas

La basqueda de nuevas moléculas con actividad terapéutica demanda como insumo esencial la
identificacion de dianas terapéuticas con potencial de bloquear, inhibir, modular, o regular una funcién
esencial [Robinson & Dalton, 2011]. Para proteasas de protozoarios parasitos, la sintesis quimica ha
rendido moléculas con potencial inhibitorio; sin embargo, en los ensayos pre-clinicos no se han obtenido
resultados satisfactorios, ya que muestran una alta reactividad, por lo que resultan poco selectivos y muy
toxicos [Mittl & Grutter, 2006]. La Tabla 1-2 enlista varias proteasas que han sido utilizadas como dianas
terapéuticas para el disefio de inhibidores. Independientemente de los resultados negativos, obtenidos
con diferentes inhibidores, los datos observados con la vinilsulfona K11777 (N-metilpiperazina-urea-
fenilalanil-homofenilalanil-vinilsulfona-benceno), un inhibidor irreversible de cisteina proteasas (p. €j.,
catepsina y cruzaina), demuestran que las proteasas pueden ser buenas dianas terapéuticas [Jacobsen et
al., 2000].
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Tabla 1-2. Proteasas utilizadas en el disefo de farmacos basados en la estructura.

Peptidasa

Funcidn bioldgica

Enfermedad

Cisteina proteasas
Catepsina B
CatepsinalLyS
FP-2
Caspasa-1

Serina proteasas
Trombina
Urokinasa
Flavivirus peptidasas
DPP-4

Aspartato proteasas
HIV peptidasa
Plasmepsina
Memapsina-2

Metaloproteasas
FtsH
Metalopepdidasa-1

Procesamiento antigénico
Protedlisis lisosomal
Degradacién hemoglobina
Maduraciéon de la IL 1-B8

Protedlisis del fibrindgeno

Activacion de plasmindgeno

Procesamiento de poliproteina
Procesamiento de precursores de hormonas

Procesamiento de pro-proteina viral
Degradacién de hemoglobina
Actividad B-secretasa

Eliminacion de proteinas no plegadas
Degradacidén de tejido conectivo

Pancreatitis aguda, cancer
Inflamacién

Malaria

Choque endotoxico

Trombosis

Céncer

Infeccion viral

Diabetes mellitus tipo 2

Infeccion VIH
Malaria
Enfermedad de Alzheimer

Enfermedades neuroldgicas
Dafio tisular en la invasion tumoral

Tomado de Mittl, 2006.

1.3. Cisteina proteasas de Entamoeba histolytica

1.3.1. Familia de cisteina proteasas

Las cisteina proteasas de parasitos pueden clasificarse en dos grupos, conocidos como el clan
CA y el clan CD. Por lo general, son asignadas a clanes y familias, dependiendo de la homologia en la
secuencia de aminoacidos y la especificidad bioquimica a ciertos sustratos.

El clan CA contiene a las familias que muestran una estructura similar a la papaina, la primera
cisteina proteasa purificada y caracterizada; por tal motivo, son conocidas como proteasas parecidas a
la papaina. Ademas de los residuos comprometidos en la catalisis (Cys, His, y Asn [0 Asp]), existen
otros considerados como importantes para la funcidn: (i) GIn152, que permite la formacion de un bolsillo
con propiedades de oxianién, y (ii) Asn308 (en algunas familias Asp), que es esencial para orientar el
anillo imidazolico del residuo catalitico His. La mayoria de las proteasas de este grupo exhiben actividad
endopeptidasa. Ademas, al igual que papaina, muchas se sintetizan como proenzimas inactivas, con el
dominio “pro” en el extremo N-terminal. Con respecto a sus propiedades cataliticas, requieren sustratos
que contengan un residuo de Arg en la posicion P2, y son sensibles al inhibidor E64. El clan CD contiene
ocho familias de endonucleasas, donde figuran las subfamilias de proteasas parecidas a: (i) clostripaina,
(i) legumaina, (iii) caspasas, entre otras. En este clan, el orden de los residuos cataliticos es His y Cys.

La afinidad al sustrato estéa definida por la presencia de un residuo de Asn, Asp, Arg, o Lys en la posicion

20



P1. Al igual que otras proteasas, algunas subfamilias se expresan como proenzimas inactivas, las cuales
requieren remocioén del dominio “pro” (localizados en el extremo N-terminal, para su activacion.

Ademas, ciertas pueden ser inhibidas por E64, o leupeptina [Sajid et al., 2001].

1.3.2. Principales factores de virulencia con actividad cisteina proteasa

De la totalidad de cisteina proteasas codificadas ene | genoma de E. histolytica, cuatro de éstas
han sido ampliamente estudiadas: EhCP1, EhCP2, EhCP3, y EhCP5. Es de gran interés que el 90% de
la actividad proteasa secretada por el trofozoito corresponde a la accion catalitica de EhCP1, EhCP3, y
EhCP5.

1.4. Cisteina proteasa 1 de E. histolytica

1.4.1. Bioquimica, genética, biofisica y estructura

La cisteina proteasa 1 de E. histolytica (EhCP1) es una proteina de 315 residuos de aminoacidos,
con un peso molecular tedrico de 35 kDa (Uniprot No. Q01957). El precursor se expresa como una pre-
proenzima; la cual después de remover la secuencia sefial (péptido “pre”, 13 residuos), la proenzima se
mantiene en la forma inactiva hasta que se remueve, proteoliticamente, el dominio “pro” (80 residuos,
region 14-93), rindiendo la forma activa de la enzima (péptido maduro de 27 kDa, 222 residuos, region
94-315) [Serrano-Luna et al., 2013]. Su triada catalitica corresponde a Cys118, His259, y Asn279.
Ademas, se predice que su estructura esta estabilizada por dos enlaces disulfuro: (i) Cys115-Cys161, y
(if) Cys152-Cys193. Como aun no se ha logrado cristalizar la proteina, las caracteristicas estructurales
han sido inferidas en base a estudios de homologia de secuencias. Como exhibe preferencia a sustratos
especificos de la catepsina B, ha sido ubicada en el clan CA, familia C1, subfamilia A [Meléndez-L6pez
et al., 2007].

1.4.2. EhCP1 como factor de virulencia

La enzima EhCP1 es considerada como un factor de virulencia importante para el estadio de
trofozoito, ya que se ha observado un aumento en sus niveles de expresion usando modelos de amibiasis
invasiva. Su funcion principal es degradar proteinas de la matriz extracelular, como la mucina, para
permitir la migracion del trofozoito hacia otros tejidos; sin embargo, también ha exhibido un papel
fundamental en los mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero, ya que es capaz de: (i)
hidrolizar especificamente la cadena alfa de C3, factor del sistema de complemento, produciendo C3a'y
C3b activas; (ii) degradar a la anafilotoxina C3a, impidiendo la respuesta inflamatoria del hospedero; y

(iii) unirse a la pro-1L-18 y a la inmunoglobulina 1gG [Meléndez-Ldpez, et al, 2007].
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1.4.3. EnCP1 como diana terapéutica

Al ser un factor de virulencia de importancia biologica para el estilo de vida parasitario, ERCP1
representa una diana terapéutica asequible; ya que es factible suponer que su capacidad de migracién y
de evasion de la respuesta se verian mermadas al inhibir sus funciones cataliticas. Como ejemplo, se ha
utilizado exitosamente el inhibidor K11777, originalmente disefiado para la cisteina proteasa de T. cruzi.
Sin embargo, al exhibir potencial toxico in-vivo, éste fue descartado como agente con aplicacion clinica.
Recientemente, se reporto la vinilsulfona WRR483, derivada de K11777, que contiene una Arg en la
posicion P2, lo cual mostré un aumento en la afinidad por EnCP1 (hasta 2500 veces) y una significativa
disminucion de su actividad catalitica [Ta, 2012]. En general, las cisteina proteasas son excelentes dianas
terapéuticas, ya que: (i) su mecanismo de accion esta bien definido; (ii) son esenciales para el ciclo de
vida del parésito; y (iii) se ha demostrado que su inhibicion bloquea la infeccion invasiva (en modelos
animales). Ademas, la enzima amibiana tiene el potencial como modelo, por lo que el desarrollo de un
inhibidor efectivo anti-EhCP1 puede servir como plataforma para el desarrollo de inhibidores dirigidos

contra proteasas de otros parasitos [Robinson & Dalton, 2011].

1.5. Plegamiento de proteinas

La funcion de una proteina depende directamente de su estructura tridimensional. El plegamiento
es un proceso termodindmico mediante el cual una proteina adopta su conformacién funcional nativa
[Hartl, 1996]. Este inicia con la formacion de las estructuras secundarias locales; p. ej., a-hélices y B-
plegadas, que inmediatamente interactian entre si para formar estructuras sUper-secundarias mas
estables, los cuales, a su vez, conforman los dominios funcionales que caracterizaran a la estructura
terciaria [Nelson & Cox, 2007]. Dependiendo de las condiciones medioambientales, el plegamiento
puede llevarse a cabo mediante diversas rutas termodinamicas; sin embargo, para reducir el gasto
energético, habitualmente este es facilitado por una gran maquinaria molecular, conformada por familias

de chaperonas y plegasas [Yerbury et al., 2005].

1.5.1. Maquinaria de plegamiento en eucariotas

Muy pocas proteinas logran adoptar su estructura terciaria de manera espontanea (p.ej.,
ribonucleasa); por lo que la mayoria requiere la asistencia de una maquinaria de plegamiento altamente
especializada. Las chaperonas moleculares y plegasas son proteinas que interaccionan con polipéptidos
parcial o incorrectamente plegados, facilitando rutas de plegamiento correctas o aportando micro-

entornos que favorezcan el plegamiento [Nelson & Cox, 2007].
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En muchos organismos, existe una familia de chaperonas moleculares que participa en una
amplia variedad de funciones: las proteinas de choque térmico: Hsp (por sus siglas en inglés Heat shock
proteins), las cuales se encargan de proteger a las proteinas que se han desnaturalizado por accién térmica
(u otros tipos de estrés) y a los polipéptidos nacientes (durante su sintesis) [Nelson & Cox., 2007]. Por
sus caracteristicas funcionales, se pueden localizar en diversos compartimientos subcelulares, como
citosol y reticulo endoplasmico, y hasta en el medio extracelular [Yerbury et al., 2005]. Por sus
propiedades estructurales, han sido clasificadas en diferentes subfamilias (hombradas segun su peso
molecular, kDa): Hsp100, Hsp 90, Hsp70, Hsp40, y sHsp (pequefias, 10-25 kDa) [Smith et al., 1998].
Interesantemente, la actividad especifica de cada una de ellas es independiente; p.ej., miembros de la
subfamilia Hsp70 participan en las etapas iniciales de la sintesis y en la translocacién a través de
membranas [Nelson & Cox, 2007], mientras que miembros de la familia Hsp100 juegan un papel
fundamental en la termotolerancia [Smith et al., 1998].

Por otro lado, dos isomerasas representan a las plegasas mayormente estudiadas: proteina
disulfuro isomerasa (PDI) y peptidil-prolil (cis/trans)-isomerasa (PPI). La PDI se encarga de la formacién
de los enlaces disulfuro en el reticulo endoplasmico, oxidando e isomerizando, hasta lograr estabilizar la
estructura tridimensional del polipéptido. En tanto, la PPI esta implicada en el plegamiento especifico de
ciertas proteinas, aquellas que requieren una conformacion estructural de sus residuos de prolina (cis o
trans) que mejor favorezca a la funcion [Gupta & Tuteja, 2011].

En una célula eucariota, cada compartimento subcelular contiene una maquinaria especifica para
el plegamiento de proteinas:

El citosol provee el ambiente adecuado para que las chaperonas puedan asistir a los polipéptidos
en cualquier etapa del plegamiento. En este compartimento se encuentran chaperonas ATP-dependientes,
como la Hsp70, que pueden interaccionar con una larga fraccion de segmentos hidrofobicos de los
polipéptidos; y ATP-independientes, como el complejo GIm1-6, que también reconoce segmentos
hidrofébicos de los polipéptidos, pero principalmente de actina y tubulina. Cuando las proteinas quedan
incorrectamente plegadas, e incluso completamente desplegadas, el citosol cuenta con un polipéptido
conocido como ubicuitina, el cual se utiliza para etiquetar a esas proteinas y destinarlas a su degradacion
[Yerbury et al., 2005].

El reticulo endopl&smico provee un ambiente altamente adecuado para el plegamiento oxidativo,
ya que posee una significativa concentracion de iones y una amplia capacidad oxidante. En este
compartimiento, varias son las reacciones que ocurren e influyen en el plegamiento y conformacion final
de las proteinas; p. ej., N-glicosilacion, formacion de enlaces disulfuro, y oligomerizacion, entre otras.
Por tal motivo, cuenta con una maquinaria capacitada para detectar a los polipéptidos que no han

alcanzado su méaximo grado de madurez. Los enlaces disulfuro juegan un papel fundamental en el
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plegamiento correcto de proteinas, ya que estabilizan su estructura (reduciendo la entropia del estado no
plegado) y facilitan la conformacion funcional nativa. Las chaperonas moleculares del reticulo
endoplasmico reconocen las regiones hidrofébicas de polipéptidos no plegados, previniendo su
agregacion y acumulacion, y bloqueando su transporte hacia compartimientos posteriores [Feige &
Hendershot, 2011]. Los polipéptidos que no adoptan correctamente su conformacion nativa son
degradados mediante un mecanismo ampliamente conservado, que también utiliza a ubicuitina como
etiqueta molecular. Como resultado, los mecanismos de biosintesis, plegamiento, transporte, y
degradacion de proteinas que ocurren en este compartimiento deben encontrarse en constante equilibrio;
por lo que posee el mas riguroso sistema de control de calidad celular [Yerbury et al., 2005].

Para llevar a cabo eficientemente sus funciones, la mitocondria requiere de proteinas
correctamente plegadas. Por ello, una vez que el citosol sintetiza los precursores de proteinas
mitocondriales, estos son transportados y translocados hasta el sitio donde ejercen su funcién. En la
matriz mitocondrial se encuentran miembros de diferentes familias de chaperonas moleculares. En ésta,
la mas abundante es mtHsp70, la cual, en conjunto con sus reguladores (co-chaperonas Mdjly Mgel) y
en cooperacién con Hsp78, asiste el plegamiento de proteinas desnaturalizadas bajo condiciones de
estrés, solubiliza pequefias agregaciones proteicas, y promueve la degradacion de polipéptidos mal
plegados. Ademas, contiene el sistema Hsp60-Hsp10, el cual asiste el plegamiento de una manera ATP-
dependiente. En el espacio inter-membrana no se han identificado chaperonas moleculares que asistan
el plegamiento, pero contiene el sistema Mia40-Erv1, que participa en la formacidn de enlaces disulfuro:
Miad0oxidada reconoce e introduce enlaces disulfuro en proteinas que los requieran y Erv1 se encarga de

mantener la forma oxidada de Mia40 [Schreiner et al., 2012].

1.5.2. Plegamiento de proteinas en bacterias

Tal como en células eucariotas, las proteinas bacterianas dependen de un correcto plegamiento
para que lleven a cabo su funcion. Cada proteina tiene una localizacion final a la que deben llegar; por
ello, transitan a través de diversos compartimientos para obtener su maduracion y plegamiento, cada uno
de éstos con su propia maquinaria de plegamiento de proteinas [Rizzitello et al., 2001].

El principal compartimiento bacteriano es el citosol, el cual contiene una gran cantidad de
chaperonas moleculares que asisten al plegamiento de proteinas. Los complejos citosélicos mas
abundantes son GroEL/GroES y DnaK/Dnal [Agashe et al., 2004]. El complejo GroEL/GroES actla
como una jaula para plegar proteinas, ya que conforman una estructura parecida a un barril que atrapa a
los polipéptidos no plegados y los libera correctamente plegados. GroEL puede interaccionar con
proteinas de manera independiente de GroES; sin embargo, el complejo estable requiere de la

participacion de GroES, ya que éste induce cambios conformacionales en GroEL requeridos para el
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contacto con los polipéptidos [Hartl, 1996]. DnaK se une a cadenas més largas y, junto a DnaJ y GrpE,
previenen la agregacion de polipéptidos nacientes, aun en condiciones de estrés [Hartl, 1996].

Las proteinas citosolicas permanecen en ese compartimiento hasta completar su funcién. Sin
embargo, las proteinas que siguen la via de secrecion deberan ser dirigidas hacia el periplasma, donde
seran translocadas de manera co- o post-traduccional. El periplasma es un compartimiento que tiene un
medio ambiente altamente oxidante y posee una maquinaria especializada que favorecen el plegamiento.
Algunas plegasas catalizan la formacién correcta de enlaces disulfuro (p.ej., Dsb), en tanto otras la
isomerizacion cis/trans de residuos de prolina (p.ej., PPI). Ademas, chaperonas moleculares, como DegP

(la més abundante), facilitan el plegamiento [Rizzitello et al., 2001].

1.5.3. Plegamiento oxidativo de proteinas en el periplasma de E. coli

En la bacteria Gram-negativa E. coli, la formacién correcta de enlaces disulfuro se lleva a cabo
en el periplasma, compartimiento subcelular que alberga una maquinaria especializada de plegasas
denominadas en conjunto Dsb (del inglés disulfide bond), las que se agrupan en dos complejos:
DsbA/DsbB y DsbC/DsbD [Berkmen et al., 2005; Ke & Berkmen, 2014]. DsbA se encarga de la
oxidacion de dos cisteinas adyacentes, formando enlaces disulfuro consecutivos; después de esta accion,
DsbA es reoxidada por DsbB. Sin embargo, el complejo DsbA/DsbB es incapaz de corregir los enlaces
disulfuro mal formados; para esto, DshC ejerce una actividad reductasa/isomerasa, reduciendo el enlace
incorrecto y promoviendo la accion de DsbA, o corrigiéndolo ella misma [Ren & Bardwell, 2001]. Para
ejercer su actividad, DsbC requiere mantenerse en su estado reducido, el cual es catalizado por DsbD.
Se ha reportado que DsbC exhibe actividad chaperona y que muchas proteinas que tienen enlaces
disulfuro no consecutivos son dependientes de DsbC [Berkmen et al., 2005]. Se ha sugerido que DshG
(una proteina paraloga a DsbC) puede asistir la isomerizacién; sin embargo, esa actividad no ha sido
demostrada [Ren & Bardwell, 2001].

1.5.4. Plegamiento de proteinas en E. histolytica

Al igual que otras, las proteinas amibianas también dependen de un correcto plegamiento para
adoptar su conformacién funcional nativa. Aln mas, este proceso es altamente necesario para el estilo
de vida del patogeno, en especial para el ejercicio eficiente de muchos factores de virulencia. Muy pocas
chaperonas moleculares y plegasas han sido descritas a la fecha; sin embargo, se han identificado algunas
consideradas como esenciales en la maquinaria de plegamiento de células eucariotas. Por ejemplo, la
chaperona EhHsp90, la cual se une EhAhal (una co-chaperona que acelera el ciclo de la ATPasa), es
necesaria para el crecimiento y sobrevivencia del parasito. Otras co-chaperonas, como Cdc37, P23, y
cyp40, también han sido identificadas [Singh et al., 2014]. En tanto, la formacién de enlaces disulfuro

es catalizada por homdlogos de la proteina PDI. Interesantemente, el genoma de E. histolytica contiene
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11 genes codificantes para proteinas ortélogas [Ramos et al., 2008]; de los cuales, el mas estudiado
codifica para una proteina de 38 kDa, denominada EhPDI. Esta plegasa contiene dos dominios
tiorredoxina activos (que incluyen el sitio activo CXXC), exhibe las actividades tipicas de una disulfuro
oxidorreductasa y chaperona, y es capaz de complementar las funciones de una oxidasa y
reductasa/isomerasa in vivo, usando modelos en bacteria y en levadura [Ramos et al., 2005; Mares et al.,
2009; Ramos et al., 2011; Mares et al., 2015]. Ademads, recientemente se reportd que es capaz de asistir

el plegamiento oxidativo de la quitinasa amibiana [Mufioz et al., 2015].

1.6. Plegamiento oxidativo de EhCP1 en periplasma de E. coli

El plegamiento correcto de algunos factores de virulencia amibianos, como las cisteina proteasas,
depende de una oxidacion apropiada de sus enlaces disulfuro, que son esenciales para su estructura y
funcidn. Para comprender adecuadamente los procesos bioguimicos asociados al plegamiento oxidativo
de proteinas, es importante realizar los estudios funcionales en el sistema biol6gico homélogo, ya que el
ambiente fisiol6gico nativo ofrece las condiciones celulares requeridas para un maximo desempefio
operacional. Habitualmente, las mutantes condicionales o letales ofrecen una plataforma adecuada para
ese fin. Desafortunadamente, a la fecha no es posible realizar estudios operacionales clasicos en la amiba;
p. ej., complementacion funcional, ya que la carencia de un mecanismo evidente de recombinacion
homdloga dificulta la generacion de mutantes nulas (knock-out), mediante métodos genéticos
tradicionales. Por otro lado, las nuevas tecnologias de silenciamiento génico han ofrecido alternativas
metodoldgicas viables; sin embargo, la variabilidad observada en estudios comparativos ha demostrado
que aun se requiere estandarizar procedimientos.

Afortunadamente, el desarrollo de mutantes en la bacteria E. coli o la levadura S. cerevisiae ha
favorecido el disefio de estrategias experimentales basadas en sistemas bioldgicos bien caracterizados,
los cuales, ademas, ofrecen las bondades funcionales de un célula procariota o eucariota modelo,
respectivamente. Considerando la premisa que establece: todas funciones biol6gicas esenciales, en lo
general, estan conservadas a través de la escala evolutiva, es posible suponer que cualquier proteina
heter6loga capaz de complementar la funcion perdida en una mutante de bacteria o de levadura debe ser
funcionalmente equivalente a la proteina ausente en tal sistema bioldgico. Por otro lado, el medio
ambiente prevalente en los compartimientos subcelulares de las cepas silvestres y mutantes también
brinda condiciones fisiologicas Unicas, que pueden ser aprovechadas como plataformas biologicas
especificas; por ejemplo, las condiciones oxidantes del periplasma (en bacterias) o el reticulo

endoplasmico (en eucariotas).
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En este sentido, el periplasma de E. coli alberga una maquinaria especifica de oxidorreductasas
que cataliza la formacidn y rearreglo de enlaces disulfuro; p.ej., DsbA (oxidasa) y DsbC (reductasa e
isomerasa). Por tal motivo, se considera un compartimiento subcelular con un ambiente dptimo para la

expresion y analisis de la relacion estructura-funcion de EhCP1; especificamente, su dependencia a un
plegamiento oxidativo correcto.
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HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1. Hipdétesis

La actividad proteolitica de EhCP1 es dependiente del estado redox de los enlaces disulfuro que

estabilizan su estructura.

2.2. Objetivo general

Establecer el efecto del estado redox sobre la funcién de EhCP1 mediante ensayos genéticos y
bioquimicos para determinar el papel de la estructura sobre la funcién in vivo de la proteina
EhCP1

2.3. Objetivos especificos

- Obtener la secuencia codificante para el pro-péptido EhCP1 en fase con la sefial PelB (N-
terminal) y la etiqueta Myc (C-terminal), mediante una estrategia de sub-clonacion por
sustitucion en el plasmido pBPelB-EhHAP-Myc y produccién del vector pBPelB-EhCP1-Myc.

- Obtener la secuencia de fusion PelB-EhCP1-Myc bajo el control del promotor de arabinosa
(PBAD), mediante una estrategia de sub-clonacion por insercion en el plasmido pBAD33 y
produccién del plasmido pBAD-PelB-EhCP1-Myc.

- Analizar la expresion funcional y localizacién intracelular de la enzima EhCP1 en la cepa
silvestre de E. coli BW25113 mediante ensayos de actividad proteolitica y fraccionamiento
subcelular para verificar su expresion activa en el periplasma bacteriano.

- Analizar la expresion de la enzima EhCP1 en el periplasma de las cepas mutantes de E. coli
MRB10 (ADsbA) y MRB20 (ADsbhC) mediante ensayos de actividad proteolitica para establecer

la dependencia de su estructura y funcion a un plegamiento oxidativo asistido por plegasas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos bioldgicos y quimicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Amresco: cloruro de sodio (NaCl). Becton Dickinson (BD): agar bacteriol6gico; extracto de
levadura; triptona. Bio-Rad: agarosa; azul brillante de Coomassie R-250; solucién de acrilamida al 30%.
Fermont: etanol. FM Science: 2-mercaptoetanol. MP Biomedicals: glicina. Nestlé: leche en polvo
Svelty™. Productos Quimicos de Monterrey: cloruro de calcio (CaCl.); isopropanol. Roche: fosfatasa
alcalina (bCIP). Scientific Industries: perlas de vidrio 0.1 mm. Shelton Scientific (IBI): &cido
etilendiamino-tetra-acético (EDTA); ditiotreitol (DTT); dodecil sulfato de sodio (SDS); glicerol;
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG); Tris (tris[hidroximetillaminometano); Triton X-100.
Sigma: acetona; &cido acético glacial; arabinosa; azul de bromofenol; azul de xilencianol; bromuro de
etidio (BrEt); reactivo CelLytic™ B; cloroformo; dimetilsulfoxido (DMSO); gelatina de porcino;

N,N,N",N"-tetra-metil-etilenediamina (TEMED); reactivo de Bradford; Tween®-20. Spectrum: metanol.

3.1.2. Enzimas y otros reactivos bioldgicos

Agilent: ADN-polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu ADN-pol) y su solucién amortiguadora
10X. New England Biolabs: endonucleasas (BamHI, Hindlll, Xbal, Xhol) y sus soluciones
amortiguadoras 10X; solucién de albumina sérica bovina (BSA) a 10 mg/mL; ADN-ligasa del
bacteri6fago T4 (T4 ADN-lig) y su solucion amortiguadora 10X; estuche comercial Quick ligation™;
solucion de deoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs) a 10 mM; marcador de peso molecular para
proteinas (Blue Protein Standard, Broad Range, 11-190 kDa); marcadores de peso molecular para ADN
(100-bp ladder y ADNA-HindlIl), Qiagen: mezcla 2X de ADN-pol de Thermus aquaticus (2X Tag Mix).
Rockland: anticuerpo policlonal anti-1gG de ratdn acoplado a fosfatasa alcalina; anticuerpo monoclonal
anti-lgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina. Sigma: anticuerpo monoclonal anti-Myc. UCSD:

anticuerpo policlonal anti-EhCP1 (proporcionado por la Dra. Sharon Reed, Escuela de Medicina).

3.1.3. Estuches comerciales

Los productos de PCR fueron purificados usando el QlAquick PCR Purification Kit, los
fragmentos de ADN fueron extraidos a partir de gel utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit; y el ADN
plasmidico fue purificado con el QIAprep Spin Miniprep Kit; todos de Qiagen. El revelado de la inmuno-

deteccidn se llevo a cabo utilizando el estuche comercial AP Conjugate Substrate Kit de Bio-Rad.
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Tabla 3-1. Genotipos, nomenclatura redox y origen de las cepas de E. coli utilizadas en el estudio.

Cepa Genotipo Nomenclatura Fuente
ER2738 F* proA*B* lacld A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (TetR) / fhuA2 gInV dsbA* dsbC* NEB
A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5
BW25113 A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrnB-3) A- rph-1 A(rhaD- dsbA* dsbC* CGSC [Baba, 2006]
rhaB)568, hsdR514
MRB10 BW25113 AdsbA723::frt dsbA- dsbC* LB-FCQI [Mufioz, 2015]
MRB20 BW25113 AdsbC744::frt dsbA* dsbC LB-FCQIl [Mufioz, 2015]

NEB, New England Biolabs; CGSC, Coli Genetic Stock Center (Universidad de Yale, EUA); LB-FCQI, Laboratorio de Biotecnologia- Facultad de
Ciencias Quimicas e Ingenieria (UABC).

3.2. Células bacterianas y medios de cultivo

Las cepas de E. coli utilizadas en el estudio se enlistan en la Tabla 3-1. La cepa ER2738 fue
utilizada como hospedera en protocolos de clonacién molecular, en tanto las cepas BW25113, MRB10,
y MRB20 fueron usadas como plataformas celulares en los ensayos de expresién de proteina y analisis
de la actividad enzimética.

Las bacterias fueron cultivadas en medio LB liquido (1% de triptona; 0.5% de extracto de
levadura; 1% de NaCl), o s6lido (LB mas 1.7% de agar bacteriol6gico). Las transformantes estables
fueron seleccionadas en medio LB con el antibidtico requerido: ampicilina (0.15 mg/mL); cloramfenicol
(0.015 mg/mL); tetraciclina (0.0125 mg/mL). EI medio 2XYT (1.6% de triptona; 1% de extracto de

levadura; 0.5% de cloruro de sodio) se utiliz6 como medio de recuperacion bacteriana.

3.3. Plasmidos
~ B-lactaps~
. \.-————1,\’_?:?45\6\4%
v

El plasmido recombinante pBPelB-EhHAP-
Myc (Figura 3-1), derivado de pBluescript SK-
(Stratagene), contiene la secuencia codificante para
el péptido maduro de la fosfatasa acida HAP de E.
histolytica, en fase con la secuencia sefial de la )
proteina bacteriana PelB (en el extremo N-terminal) e
y el epitope de la proteina Myc de humano (en el BamI
extremo C-terminal), bajo el control del promotor
PLac (inducible por IPTG). Interesantemente, la

Figura 3-1. Representacidon esquematica del
secuencia EhHAP puede ser removida mediante plasmido pBPelB-EAHAP-Myc.
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cortes endo-nucleoliticos (con las enzimas BamHI y

PTS BamHI

Xhol), por lo que el fragmento plasmidico

remanente fue utilizado como receptor para la /,(gi@ -
insercion en fase y direccional de la secuencia f&/
codificante de interés. f
El plasmido recombinante pQEhCP1 l PQEhCP1 ~ Hindrlt
(Figura 3-2), derivado de pQE30 (Qiagen), contiene \
la secuencia codificante para el pro-péptido de la °A\\
enzima CP1 de E. histolytica, en fase con los N

codones codificantes para un hexamero de histidinas
(6xHis, en el extremo N-terminal), bajo el control Flgura 32 R;g;ﬁ;’lfféi}ﬁ;if‘emé““ e
del promotor PT5 (inducible por IPTG).

El vector comercial pBAD33 (Figura 3-3)
[Guzman et al., 1995], de la coleccion ATCC, fue PBAD MCS
utilizado como plasmido receptor para la Ry
construccion de pBAD-PelB-EhCP1-Myc. Ese
plasmido comercial posee tres caracteristicas
moleculares que son de particular interés para la co-

expresion de proteinas en E. coli: (i) el promotor ‘ PEsotor

getd

A0 3

- £ 1 ori

PBAD, que es altamente regulable e inducible por

\

arabinosa; (ii) el gen codificante para la enzima CAT

(cloramfenicol acetiltransferasa), que confiere \
resistencia al antibiético cloramfenicol; y (iii) el AT ey

origen de replicacion p15A, que es compatible con
o . . Figura 3-3. Representacidn esquemdtica del
plasmidos de la familia pUC (origen ColE1). plasmido pBAD33.

3.4. Equipo

Las amplificaciones (mediante PCR) fueron realizadas usando un termociclador Gradient
Thermal Cycler Multigene (Labnet International, Inc.). Los fragmentos de ADN, separados mediante
electroforesis en gel de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio, fueron visualizados usando un
fotodocumentador Gel/ Doc™ EZ Imager (Bio-Rad). Los cultivos liquidos fueron proliferados en una
incubadora con agitacién y ambiente controlado Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick Scientific

Co.). Las incubaciones en microtubo o microplaca fueron llevadas a cabo en termobloques Dry Block
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Heater (VWR). Las fracciones celulares fueron separadas usando una microcentrifuga Biocentrifuge
Fresco (Heraeus) y una MiniSpin® Plus (Eppendorf). Los lisados bacterianos fueron realizados
utilizando el homogenizador Disruptor Genie (Scientific Industries Inc). Las lecturas de absorbancia en
microplaca fueron obtenidas usando un espectrofotémetro Microplate Reader 680 (Bio-Rad).

3.5. Protocolos generales

3.5.1. Preparacion de células competentes para choque térmico

Las células competentes fueron preparadas siguiendo un protocolo estandar de laboratorio
[Sambrook et al., 2001]. Brevemente, la fraccion celular de una suspension bacteriana (1 mL a 0.4-0.6
UDOsno) fue separada mediante centrifugacion (12,000 rpm; 2 min). Enseguida, la pastilla celular fue
lavada en dos ocasiones (mediante resuspension): primeramente, en 0.5 mL de agua destilada estéril
(fria) y, posteriormente, en 0.5 mL de CaCl, a 100 mM estéril (frio). Después de cada resuspensién, la
fraccion celular fue mantenida en hielo durante 5 min y separada mediante centrifugacion (5,000 rpm; 5
min; 10 °C). Finalmente, la pastilla fue resuspendida en 0.05 mL de CaCl; a 100 mM estéril (frio) y

mantenida durante 5 min en hielo.

3.5.2. Transformacion y seleccién bacteriana

A un microtubo conteniendo células competentes recién preparadas, una muestra (1-2 pL) de
ADN plasmidico fue afiadida, mezclada perfectamente, e incubada en hielo durante 30 min. Enseguida,
el choque térmico fue realizado de la siguiente manera: 1.5 min a 42 °C seguidos de 5 min en hielo.
Inmediatamente, las células fueron recuperadas en medio rico (1 mL de 2X YT) e incubadas a 37 °C
durante 1 h. Las transformantes estables fueron proliferadas en medio LB solido, suplementado con el

antibiotico de seleccion, mediante incubacion a 37 °C durante 14-16 h.

3.5.3. Expresion de proteinas (mini-ensayo)

La valoracion de expresion proteica se llevd a cabo utilizando un sub-cultivo de células
bacterianas portadoras del pldsmido de interés. Inicialmente, un cultivo joven fue preparado mediante
incubacion durante la noche en medio LB, suplementado con el antibi6tico apropiado. A la mafana
siguiente, un sub-cultivo fue preparado (2-5 mL) mediante una dilucion 1:100 en el mismo medio de
proliferacion. El sub-cultivo fue incubado a 37 °C durante 3 h (fase de pre-induccion), con agitacion
constante (300 rpm). La induccién de la expresion fue realizada mediante la adicion de: (1) IPTG a una
concentracion final de 1 mM, para plasmidos con PLac; o (2) arabinosa a una concentracién final de

0.2%, para plasmidos con PBAD. La expresion fue favorecida mediante incubacion a 37 °C durante 4 h
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(fase de sobre-expresion), con agitacion constante (300 rpm). Las células, provenientes de 1-5 mL de
cultivo, fueron separadas mediante centrifugacion (12,000 rpm; 2 min). El paquete celular fue

conservado en congelacion hasta su analisis.

3.5.4. Extraccion de proteinas totales en condiciones nativas

La pastilla celular fue descongelada (a temperatura ambiente) y resuspendida en 0.2 mL del
reactivo CelLytic™ B. La lisis fue favorecida mediante agitacion mecéanica durante 5 min, usando un
disruptor celular (3,000 rpm), en presencia de perlas de vidrio (0.1 mm). Posteriormente, la muestra fue
agitada (rocking) durante 10 min. Finalmente, la fraccién soluble fue separada mediante centrifugacién
(14,500 rpm; 15 min). El sobrenadante (fraccion de proteinas solubles totales) fue transferido a un

microtubo nuevo (estéril) y conservado en refrigeracion hasta su analisis.

3.5.5. Fraccionamiento subcelular en condiciones nativas

La pastilla fue descongelada (a temperatura ambiente) y resuspendida en 0.4 mL de solucion
amortiguadora TEX (50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 3 mM de EDTA pH 8.0; 0.1% de Tritén X-100) con
agitacion suave (2 min en disruptor celular a 1,500 rpm). La suspension celular fue incubada en hielo
durante 30 min y la fraccion soluble fue separada mediante centrifugacion (13,000 rpm; 15 min; 10 °C).
El sobrenadante fue transferido a un microtubo nuevo (estéril) y rotulado como fraccion periplasmica
(FPP). El precipitado fue resuspendido en 0.4 mL de solucién amortiguadora TEX y lisado mediante
agitacion mecanica durante 5 min, usando un disruptor celular a 3000 rpm, en presencia de perlas de
vidrio (0.1 mm). La fraccion soluble fue separada mediante centrifugacion (13,000 rpm; 15 min; 10 °C).
El sobrenadante fue transferido a un microtubo nuevo (estéril) y rotulado como fraccion citosélica

(FCY). Las fracciones FPP y FCY fueron almacenadas en refrigeracion hasta su analisis.

3.5.6. Cuantificacién de proteinas (método de Bradford)

En pocillos de una microplaca de titulacion, se prepararon diluciones de concentracién conocida
de BSA (0, 10, 20, 30, 40, y 50 pug/mL), a partir de una solucion a 50 pug/mL, en un volumen final de
0.05 mL (usando agua como diluyente). Paralelamente, se prepararon diluciones (por duplicado) de cada
muestra de proteina, ubicadas en el rango de 0 — 50 pg/mL (p. ej., 1:25, 1:50, 1:100, 1:200).
Posteriormente, a cada pocillo, se agregaron 0.1 mL del reactivo de Bradford, se mezclé perfectamente,
y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Inmediatamente, las absorbancias a 450 y 595 nm
(Auso Y Asgs) de cada pocillo fueron registradas usando un espectrofotometro de microplaca. Una curva
estandar de BSA fue preparada graficando la concentracion (en pg/mL) de cada dilucion contra la

relacion Ases/Asso correspondiente, obteniéndose valores tipicos de coeficiente de correlacion (r?) de
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0.99. La concentracion de proteinas fue determinada extrapolando el promedio de la relacién Asgs/Auso

de cada muestra analizada y multiplicando por el factor de dilucion.

3.5.7. Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE

Las muestras analiticas fueron preparadas mezclando 1 volumen de solucion de proteinas con 1
volumen de solucién amortiguadora 2X para cargado en condiciones reductoras (10% de glicerol; 2.5%
de SDS; 5% de 2-mercaptoetanol; 0.002% de azul de bromofenol; 50 mM de Tris-HCI, pH 6.8).
Enseguida, las proteinas fueron desnaturalizadas durante 10 min a temperatura de 95-100 °C. Una
alicuota (10-15 L) de cada muestra fue cargada en un gel de SDS-poliacrilamida al 13.5% [Laemmli et
al., 1970]. La separacion de proteinas (en base a su talla molecular) fue realizada inicialmente a 80 V,
durante su paso por el gel concentrador (15-30 min), y enseguida a 120 V, durante su paso por el gel
separador (60-90 min). Una vez concluida la separacion electroforética, el gel fue tefiido durante 1-4 h
con una solucion CBB-alcohol-acido (25% de isopropanol; 10% de &cido acético; 0.2% de azul brillante
de Coomassie R250) y destefiido durante 12-18 h con una solucion alcohol-acido (10% de isopropanol;

10% de &cido acético).

3.5.8. Inmuno-deteccion tipo western blot

Las muestras proteicas para inmuno-deteccion fueron inicialmente separadas mediante SDS-
PAGE. Posteriormente, las proteinas fueron electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa,
usando un sistema Criterion™ Blotter (Bio-Rad) y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Enseguida, la membrana fue bloqueada durante la noche con una solucion de leche Svelty™ al 5% (en
TBST). Previo a cada reconocimiento, la membrana fue lavada 3 veces (10 min cada vez) con solucion
amortiguadora TBST (0.1 M de Tris-HCI pH 8.0; 0.15 M de NaCl; 0.05% de Tween®-20). El
reconocimiento primario fue realizado durante 1 h, usando el anticuerpo monoclonal de ratén anti-Myc
(1:5,000 en TBST) o el anticuerpo policlonal de raton anti-EhCP1 (1:2,000 en TBST). El reconocimiento
secundario fue realizado durante 1 h, usando los respectivos anticuerpos anti-lgG acoplados a fosfatasa
alcalina (1:5,000 en TBST). Finalmente, la membrana fue lavada como antes y el reconocimiento
indirecto fue revelado usando el estuche comercial AP Conjugate Substrate Kit, siguiendo las

recomendaciones del proveedor.

3.5.9.Electroforesis en gel de agarosa
Las muestras analiticas fueron preparadas mezclando 10 volimenes de solucion de ADN con 1
volumen de solucion 10X para cargado (0.25% de azul de bromofenol; 0.25% de azul de xilencianol,

30% de glicerol). Enseguida, una alicuota (10 pL) de cada muestra fue cargada en un gel al 1% de
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agarosa, suplementado con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio. La separacion electroforética de fragmentos
de ADN (en base a su talla molecular) fue realizada a 100 V (30-45 min). Una vez concluida, el gel fue
revelado usando el filtro UV para BrEt en el fotodocumentador.

3.6. Construccion de pBPelB-EhCP1-Myc

3.6.1. Amplificacion de la secuencia codificante para EhCP1

La secuencia codificante para el pro-péptido de la enzima EhCP1 fue amplificada mediante PCR,
usando los oligonucledtidos sintéticos QE6HISF (5"- gga tcg cat cac cat cac cat ca -3") y EHCP1R22
(5°- tta ctc gag ata ttc aac acc agt tgg ata aag tgg atc -3") como iniciadores sentido y anti-sentido,
respectivamente, y el plasmido pQEhCP1 como molde. La mezcla de reaccion (0.05 mL) fue preparada
conteniendo 0.2 mM de dNTPs, 20 picomoles de cada oligonucledtido, 2% de DMSO, 1-2 ng de
pQEhCP1, y 2.5 U Pfu ADN-pol, en solucidon amortiguadora 1X para Pfu ADN-pol. Las condiciones de
termociclado fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C durante 2 min); 10 ciclos de
amplificacién exponencial (94°C durante 20 seg, 58 °C durante 20 seg, 72 °C durante 90 seg); 35 ciclos
de amplificacion exponencial (94 °C durante 20 seg, 62 °C durante 20 seg, 72 °C durante 90 seg); 1 ciclo
de extension final (72 °C durante 7 min). Al finalizar, el producto fue mantenido a 12 °C hasta retirarlo
del equipo. La amplificacion fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

3.6.2. Preparacion de componentes para ligacion: pBPelB-Myc y EhCP1

Inicialmente, el plasmido (pBPelB-EhHAP-Myc) y el inserto (producto de PCR EhCP1) fueron
purificados usando estuches comerciales. Posteriormente, ambos fueron digeridos con las endonucleasas
BamHI y Xhol durante 2 h, utilizando el procedimiento recomendado por el proveedor (solucion
amortiguadora 1X de NEB2/BSA, 37 °C). 30 min antes de cumplir el tiempo de digestion, el plasmido
fue defosforilado, suplementando 1 pL fosfatasa alcalina (bCIP). Enseguida, ambos productos de
digestion fueron purificados (inserto, a partir de solucién; plasmido, a partir de gel) y analizados

mediante electroforesis en gel de agarosa (para verificar la integridad de los fragmentos obtenidos).

3.6.3. Ligacion y obtencién de pBPelB-EhCP1-Myc

La ligacion de los productos de digestion, vector [pBPelB-Myc/BamHI-Xhol-defosforilado] e
inserto [producto de PCR EhCP1/BamHI-Xhol], fue realizada usando el estuche comercial Quick™
ligation y siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. La reaccion fue permitida mediante
incubacion a temperatura ambiente durante 5 min. El producto de la ligacion fue transfectado en la cepa

ER2738 de E. coli y varias transformantes estables fueron seleccionadas para andlisis de plasmidos
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(liberacion de inserto). Las transformantes portadoras de plasmidos recombinantes fueron utilizadas para
caracterizacion molecular y extraccion de ADN plasmidico de alta pureza. Un plasmido con el patrén de
restriccion esperado fue seleccionado para secuenciacion de ADN. Una vez verificada la integridad de
la secuencia nucleotidica, el plasmido fue denominado pBPelB-EhCP1-Myc (3,942 pb).

3.7. Construccion de pBAD-PelB-EhCP1-Myc

3.7.1. Amplificacion de la secuencia codificante para PelB-EhCP1-Myc

La secuencia codificante para el pro-péptido de la enzima EhCP1 fue amplificada mediante PCR,
usando los oligonucleétidos sintéticos T3 (5°- aat taa ccc tca cta aag gg -3") y HIMYCR (5'- cat aag gtt
tta cag atc ctc ttc aga gat gag t- 3") como iniciadores sentido y anti-sentido, respectivamente, y el
plasmido pBPelB-EhCP1-Myc como molde. La mezcla de reaccion (0.05 mL) fue preparada conteniendo
0.2 mM de dNTPs, 20 picomoles de cada oligonucleétido, 2% de DMSO, 1-2 ng de pBPleB-EhCP1-
Myc, y 2.5 U Pfu ADN-pol, en soluciéon amortiguadora 1X para Pfu ADN-pol. Las condiciones de
termociclado fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C durante 2 min); 45 ciclos de
amplificacion exponencial (94°C durante 20 seg, 50 °C durante 20 seg, 72 °C durante 90 seg); 1 ciclo de
extension final (72 °C durante 7 min). Al finalizar, el producto fue mantenido a 12 °C hasta retirarlo del
equipo. La amplificacion fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

3.7.2. Preparacién de componentes para ligacion: pBAD33 y PelB-EhCP1-Myc

Inicialmente, el plasmido (pBAD33) y el inserto (producto de PCR PelB-EhCP1-Myc) fueron
purificados usando estuches comerciales. Posteriormente, ambos fueron digeridos con las endonucleasas
Hindlll y Xbal durante 2 h, utilizando el procedimiento recomendado por el proveedor (solucion
amortiguadora 1X de NEB2/BSA, 37 °C). 30 min antes de cumplir el tiempo de digestion, el plasmido
fue defosforilado, suplementando 1 pL fosfatasa alcalina (bCIP). Enseguida, ambos productos de
digestion fueron purificados, a partir de solucion, y analizados mediante electroforesis en gel de agarosa

(para verificar la integridad de los fragmentos obtenidos).

3.8. Analisis de la actividad proteolitica de EhCP1

3.8.1. Ensayo zimografico

Las muestras analiticas fueron preparadas mezclando 1 volumen de solucion de proteinas con 1
volumen de solucién amortiguadora 2X para cargado en condiciones no reductoras (10% de glicerol;
2.5% de SDS; 0.002% de azul de bromofenol; 50 mM de Tris-HCI, pH 6.8). Enseguida, una alicuota
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(10-15 pL) de cada muestra fue cargada en un gel de SDS-poliacrilamida al 13.5% [Laemmli et al.,
1970], suplementado con gelatina al 0.1%. La separacion de proteinas (en base a su talla molecular) fue
realizada a 80 V (constante). Una vez concluida la separacion electroforética, el gel fue tratado con una
solucién amortiguadora TBS-Triton (10 mM de Tris-HCI pH 8.0; 150 mM de NaCl; 2.5% de Triton X-
100) durante 30 min, a temperatura ambiente y agitacion (rocking). Inmediatamente, el gel fue lavado 3
veces (10 min cada vez) con una solucién amortiguadora TBS (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM de
NaCl). Enseguida, la actividad proteolitica fue activada con DTT y favorecida a 37 °C durante 12-14 h,
mediante tratamiento con una solucién amortiguadora TE-DTT (25 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM de
EDTA; 5mM de DTT). Finalmente, el gel fue tefiido durante 4 h con una solucién CBB (25% de
isopropanol; 10% de 4cido acético; 0.2% de azul brillante de Coomassie R250) y destefiido durante 12-

18 h con una solucién alcohol-acido (10% de isopropanol; 10% de &cido acético).

3.8.2. Ensayo fluorogénico

Las mezclas de reaccion (0.1 mL) fueron preparadas conteniendo 10-25 g de proteina total, 5
mM de DTT, y 5uM de Z-Arg-Arg-AMC (sustrato fluorogénico) en 50 mM de solucidén amortiguadora
universal (citratos-fosfatos-tris-boratos), pH 6.5. Inicialmente, la mezcla proteina-DTT fue incubada a
temperatura ambiente durante 10 min. Enseguida, el sustrato fue afiadido y la fluorescencia emitida, por
el grupo saliente (AMC, 7-amino-4-metilcumarina), fue verificada cada 5 min, mediante excitacion con
lampara UV, durante un periodo de 30 min. Al finalizar, la emisién total fue registrada mediante

fotodocumentacion.

3.8.3. Ensayo cromogénico

Las mezclas de reaccion (0.1 mL) fueron preparadas conteniendo 50 pg de proteina total, 2.5
mM de DTT, y 0.1 mM de Z-Arg-Arg-pNA (sustrato cromogénico) en 50 mM de solucion amortiguadora
universal, pH 6.5. Inicialmente, la mezcla proteina-DTT fue incubada a 37 °C durante 15 min. Enseguida,
el sustrato fue afiadido y se mantuvo a 37 °C durante 120 min. El color generado por el grupo saliente

(PNA, p-nitroanilina) fue registrado mediante absorbancia a 415 nm (A41s) a los 0, 15, 30, 60, y 120 min.

3.9. Tratamiento de datos y analisis estadistico

Todos los experimentos fueron reproducidos al menos tres veces. Los datos o resultados que
mostraron evidencias de un sesgo no asociado a la hipotesis; p. ej. error experimental, técnico, 0 humano,
fueron eliminados sin consideracién alguna. Los resultados de cada experimento fueron expresados

como media % error estandar y su significancia fue analizada mediante ANOVA 'y, de ser necesario, con
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una prueba t. La significancia estadistica fue considerada cuando p < 0.05. Todos los analisis estadisticos

fueron realizados utilizando el paquete computacional GraphPad™ Prism® v 4.0.

3.10. Bioservidores y biocomputo

El servidor del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de los Estados Unidos de Norteamérica fue consultado periédicamente
para el analisis de secuencias nucleotidicas y polipeptidicas deducidas. Adicionalmente, algunos analisis
protedmicos fueron realizados usando los bioservidores del portal de recursos bioinforméaticos EXPASy
(https://www.expasy.org). Los plasmidos fueron construidos in-silico usando los paquetes
computacionales del dominio publico Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr) y SnapGene® Viewer

(http://www.shapgene.com).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En consideracién a la premisa que infiere una dependencia de las proteinas secretadas al
plegamiento oxidativo correcto, dentro de un ambiente redox apropiado, se propuso expresar la enzima
EhCP1 en el periplasma de la bacteria E. coli, ya que ese compartimiento hospeda una maquinaria celular

gue asiste al plegamiento y exhibe un estado redox altamente oxidante.

4.1. Obtencion de pBPelB-EhCP1-Myc

Inicialmente, se propuso construir un
plasmido que favoreciera la expresion de
EhCP1 y su translocacion hacia el periplasma
bacteriano y, ademas, que permitiera la
verificacion de su localizacion subcelular.
Para esto, se utilizd la secuencia sefal de la pBPelB-EhCP1-MYC
proteina bacteriana PelB (Pectato liasa B de
Erwinia carotovora), la cual ha sido
ampliamente utilizada en E. coli (ya que
dirige proteinas hacia el periplasma via Sec y
SRP), y la secuencia del epitope Myc, que ha

funcionado exitosamente como etiqueta

molecular. Con ese objetivo, se disefié el

Figura 4-1. Representacidn esquematica del plasmido

plasmido pBPelB-EhCP1-Myc (Figura 4-1). PBPelB-ERCP1-Myc.

La secuencia codificante para el pro-

péptido EhCP1 fue amplificada usando dos oligonucle6tidos sintéticos como iniciadores y el plasmido
pPQEhCP1 como molde. Para asegurar la fidelidad de la replicacién molecular, se utilizé la enzima Pfu
ADN-pol. Como se observa en la Figura 4-2, un producto de aprox. 1,000 pb fue amplificado,
concordante con el peso molecular esperado (921 pb), indicativo de una reaccion exitosa. Posteriormente,
el producto de PCR EhCP1 y el pldsmido pBPelB-EhHAP-Myc fueron digeridos y ligados. En esta
punto, cabe destacar tres aspectos clave la estrategia de clonacion molecular: (1) El producto de PCR
incorporod las secuencias de reconocimiento para las endonucleasas BamHI y Xhol, cada una flanqueando
un extremo de la secuencia EhCP1; (2) el plasmido contiene como relleno (stuffer) a la secuencia

codificante para la proteina HAP de amiba (EhHAP), la cual puede removerse mediante restriccion con
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las endonucleasas BamHI y Xhol; y (3) la
ligacion de los fragmentos de digestion
permite la insercion de EhCP1 en fase, con
respecto a las secuencias PelB y Myc, y
direccional, en relacion al promotor PLac.
Enseguida, el producto de la ligacién fue
transfectado en la cepa ER2738 de E. coli y
las células transformantes estables fueron
seleccionadas por su habilidad de crecer en
presencia de ampicilina. Como escrutinio
preliminar, 10 unidades formadoras de
colonia (ufc) fueron proliferadas en medio
con antibidtico y analizadas mediante PCR de
cultivo (para identificar ufc portadoras de
plasmidos recombinantes). Los resultados
indicaron que solo 4 ufc hospedaban el
plasmido de interés, ya que rindieron un
producto del tamafio esperado (datos no
mostrados). A partir de  cultivos
independientes, se purifico el plasmido de las
4 ufc (clonas supuestamente positivas), el cual
fue analizado mediante un ensayo de
restriccion endonucleolitica con las enzimas
BamHI y Xhol (liberacion de inserto). Como
se muestra en la Figura 4-3, sélo las clonas
identificados como 4 y 7 mostraron los
productos de digestion esperados: uno
correspondiente al inserto (912 pb) y otro al
plaésmido (3,030 pb). La autenticidad del
fragmento clonado (clona C4) y la insercion
apropiada fueron verificados mediante
secuenciacion automatica de ADN. La Figura
4-1 despliega una representacion esquematica
del plasmido pBPelB-EhCP1-Myc (3,942 pb).

MPM  EhCP1

1200 -
1000 -

500 -

Figura 4-2. Andlisis del producto de PCR EhCP1.

Gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt. MPM: Marcador de peso
molecular Ladder 100-bp. PM en pares de bases.

MPM C4 C7

4361 -

2027 -

1500 -

1000 -

500 -

Figura 4-3. Anélisis molecular del plasmido pBPelB-EhCP1-
Myc.

Digestion de las clonas C4 y C7 con las endonucleasas BamHI y
Xhol. Gel de agarosa al 1% teiiido con BrEt. MPM: Marcadores de
peso molecular (Ladder 100-bp y ADNA-Hindlll). PM en pares de
bases.
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4.2. Obtencion de pBAD-PelB-EhCP1-Myc

Como siguiente fase, se propuso
construir un pldsmido que permitiera una
regulacion mas estricta de la expresion de la
fusion PelB-EhCP1-Myc y soportara la co-
expresion episomal de otras proteinas. Para
esto, se prepar6 el plasmido pBAD-PelB-
EhCP1-Myc (Figura 4-4).

La secuencia codificante para la
fusién PelB-EhCP1-Myc fue amplificada
usando dos oligonucledtidos sintéticos como
iniciadores y el plasmido pBPelB-EhCP1-
Myc como molde. La enzima Pfu DNA-pol
fue utilizada para favorecer la fidelidad de la
replicacion molecular. Como se observa en la
Figura 4-5, un producto cercano a 1,200 pb
fue amplificado, concordante con el peso
molecular esperado (1,117 pb), indicativo de
una reaccion exitosa. Enseguida, el producto
de PCR PelBEhCP1-Myc y el plasmido
pBAD33 fueron digeridos y ligados. Cabe
destacar tres aspectos clave la estrategia de
clonacién molecular: (1) El producto de PCR
incluyad las secuencias de reconocimiento para
las endonucleasas Hindlll y Xbal, cada una
flanqueando un extremo de la secuencia PelB-
EhCP1-Myc; (2) el plasmido contiene un sitio
de clonacion multiple que comprende los
sitios de reconocimiento para Hindlll y Xbal,
y (3) la ligacion de los fragmentos de
digestion permite la insercion direccional de
PelB-EhCP1-Myc, con respecto al promotor
PBAD. Ademas, pBAD33 porta el gen CAT,

pBAD-PelB-EhCP1-Myc

6394 bp

Figura 4-4. Representacion esquematica del plasmido
pBAD-BPelB-EACP1-Myc.

MPM EhCP1

1500 -

1000 -

500 -

Figura 4-5. Andlisis del producto de amplificacidn (PCR) de
la fusién PelB-EACP1-Myc.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. MPM: Marcador de peso molecular Ladder 100-bp. PM en
pares de bases.
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el cual confiere resistencia a cloramfenicol, y el origen de replicacion p15A, que es compatible con el
origen ColE1 (presente en plasmidos derivados de pUC). Posteriormente, el producto de la ligacion fue
transfectado en la cepa ER2738 de E. coli y las células transformantes estables fueron seleccionadas por
su habilidad de proliferar en presencia de cloramfenicol. Como escrutinio preliminar, 10 ufc fueron
crecidas en medio con antibidtico y analizadas mediante PCR de cultivo (para identificar ufc portadoras
de plasmidos recombinantes). Los resultados mostraron 9 ufc hospedaban el plasmido de interés, ya que
rindieron un producto del tamafo esperado (datos no mostrados). A partir de cultivos independientes, se
purificé el plasmido de 3 ufc (clonas supuestamente positivas), el cual fue analizado mediante un ensayo
de restriccién endonucleolitica con las enzimas Hindlll y Xbal (liberacidn de inserto). Como se observa
en la Figura 4-6, las clonas analizadas (denotadas como clona-1 a -3) mostraron los productos digestién
esperados: uno correspondiente al inserto (1,062 pb) y otro al plasmido (5,332 pb). La autenticidad del
fragmento clonado (clona-1) y la insercién apropiada fueron verificados mediante secuenciacién
automatica de ADN. La Figura 4-4 muestra una representacion esquematica del plasmido pBAD-PelB-
EhCP1-Myc (6,394 pb).

4.3. EhCP1 se expresa activamente en el periplasma de E. coli

Una vez obtenida y comprobada la construccion pBAD-PelB-EhCP1-Myc, se procedié a
transformar las cepas de E. coli BW25113 (silvestre: dsbA* dsbC*), MRB10 (ADsbA: dsbA" dsbC*), y

MPM rclona-1q rclona-2 7 rclona-3 4

6557 -
4361 -

2027 -

564 -

Figura 4-6. Analisis del producto de pBAD-BPelB-EhCP1-Myc digerido con
Xbal y HindllIl.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrET. MPM: ADNA-HindIIl. PM en
pares de bases. Digestion con las endonucleasas Hindlll (H) o Hindlll-Xbal (HX).
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MRB20 (ADsbC: dsbA* dshC) para analizar su expresion y actividad. Ademas, BW25113 fue

transformada con el plasmido pBAD33, que fue utilizada como control negativo. Todos los ensayos

partieron de pastillas bacterianas obtenidas mediante el siguiente protocolo de cultivo (estandar): 3 h de

pre-induccion, induccion con 0.2% de
arabinosa, y 4 h de sobre-expresion (todo el
tiempo a 37 °C y 300 rpm).

Como ensayo inicial, se analiz6 la
expresion de EhCP1 en la cepa silvestre, con
el fin de corroborar las condiciones
experimentales y verificar el grado de sobre-
expresion. Los lisados bacterianos totales
fueron preparados en condiciones reductoras-
desnaturalizantes y separados mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.
Como se indica en la Figura 4-7, una banda
del tamafio esperado (35 kDa) fue observada
solo en el carril correspondiente al cultivo que
porta el plasmido pBAD-PelB-EhCP1-Myc (e
inducido), lo que sugiere una sobre-expresion
especifica de la proteina EnCP1. Lo anterior
fue ratificado mediante ensayos de inmuno-
reconocimiento con anticuerpos anti-EhCP1
(especificos) y anti-Myc (anti-etiqueta), como
se puede observar en la Figura 4-8.

Adicionalmente, para comprobar la
expresion periplasmica, se realizé un ensayo
de fraccionamiento subcelular usando un
protocolo estandar de permeabilizacion de la
membrana externa con el detergente Triton X-
100. Desafortunadamente, la escala de cultivo
no fue suficiente para obtener fracciones
proteicas evidentes con azul brillante de
Coomassie (datos no mostrados). Por tal

motivo, se realizé el analisis de localizacion

MPM ,—pBAD33—| — EhCP1 —

76- | W—
58- |
46 -

- R S

7 e o — .E>=

25 - [N

—

Ara (0.2%)  [-] [+] [-] [+]
Figura 4-7. Analisis de expresidn de la proteina EhCP1 en
la cepa E. coli BW25113.

Gel de SDS-poliacrilamida al 15% tefido con azul brillante de
Coomassie. MPM: Blue Protein Standard, Broad Range, 11-190
kDa. Ara: arabinosa. EhCP1: pBAD-PelB-EhCP1-Myc.

MPM [ pBAD33 -  EhCP1 -

46 - | A
32- | o 7
46 - B
.
32- "
Ara(0.2%)  [-] [+] [-] [+]

Figura 4-8. Inmuno-reconocimiento de la proteina EhCP1
expresada en la cepa E. coli BW25113.

Deteccién de EhCP1 mediante reconocimiento con anticuerpos.
A: policlonal anti EhACP1. B: monoclonal anti Myc. Electro-
transferencia de lisados proteicos bacterianos totales (como en la
Figura 4-7).
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subcelular mediante un ensayo zimogréafico
(usando gelatina como sustrato). En
consideracion a que no se tenia evidencia de
que EhCP1 fuera proteoliticamente activa, en
las condiciones ensayadas (hasta esa etapa del
estudio), se preparé un lisado total en
condiciones nativas (usando el reactivo
CelLytic™ B como agente de extraccion).
Como se indica en la Figura 4-9, una zona de
degradacion proteolitica fue observada en el
rango de 25-32 kDa, concordante con el
tamafio esperado para la enzima madura (27
kDa). Interesantemente, esta actividad fue
obtenida tanto en el lisado total como en
ambas fracciones subcelulares, lo que sugiere
gue EhCP1 se expresa activamente y se
localiza, como destino intracelular, en el

periplasma.

MPM LBT FCY FPP

Figura 4-9. Analisis zimografico de la actividad vy
localizacion subcelular de la proteina EhCP1 expresada en
la cepa E. coli BW25113.

Gel de SDS-poliacrilamida al 15%, suplementado con gelatina
(0.1%), tefiido con azul brillante de Coomassie. MPM: Blue Protein
Standard, Broad Range, 11-190 kDa. Fracciones subcelulares: LBT,
lisado bacteriano total; FCY, fraccion citosdlica; FPP: fraccion
periplasmica.

4.4, Laactividad de EhCP1 depende de un plegamiento oxidativo correcto

Teniendo como antecedente los
ensayos previos, se procedio a analizar la
expresion de EhCP1 en las cepas de E. coli
MRB10 y MRB20, con el fin de evaluar su
dependencia a un plegamiento oxidativo
dependiente de DsbA o DsbC. Los lisados
totales y la separacion proteica fueron
realizados usando los procedimientos antes
mencionados. Como se sefiala en la Figura 4-
10, la proteina correspondiente a EhCP1 fue
sobre-expresada solamente en los tres cultivos
que portan el plasmido pBAD-PelB-EhCP1-
Myc; sin embargo, como es evidente, el nivel

pBAD33 - pBAD-PelB-EhCP1-Myc -
MPM — BW25113 — MRBI10 MRB20

Figura 4-10. Nivel de expresion de EhCP1 en un ambiente
oxidativo asistido por DsbA o DsbC.

Gel de SDS-poliacrilamida al 15% tefiido con azul brillante de
Coomassie. MPM: Blue Protein Standard, Broad Range, 11-190
kDa. Lisados preparados como en la Figura 4-7.
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de expresion difiere ligeramente entre ellas; pBAD33 [ pBAD-PelB-EnCP1-Myc
MPM — BW25113 — MRB10 MRB20

especificamente, en el cultivo de la cepa
MRB10 (ADsbA). Cabe mencionar que esta
cepa es de crecimiento lento (dato no
mostrado) y las condiciones ensayadas fueron
semi-cuantitativas; por lo tanto, ese resultado

era predecible. Ante esto, es recomendable

realizar los ensayos futuros normalizando el

namero de células a un valor constante (p' € Figura 4-11. Dependencia de la expresion funcional de

0.1 UDOGOO)- EhCP1 a un plegamiento oxidativo asistido por DsbA o
DsbC.
Independiente a las consideraciones

. ., Gel de SDS-poliacrilamida al 15% tefiido con azul brillante de
antes menC|0nadaS, Se pI’OCGdIO a comprobar Coomassie. MPM: Blue Protein Standard, Broad Range, 11-190

la actividad proteolitica de la proteina EnCP1 Kba. tisados preparados como en 13 Flgurs 4-9.
en el periplasma de cepas con deficiencias en
la maquinaria molecular de asistencia al plegamiento oxidativo. Es decir, en ausencia de DsbA (oxidasa)
0 DsbC (reductasa e isomerasa). Para este fin, un ensayo zimografico fue realizado usando lisados
proteicos totales obtenidos en condiciones nativas. Como se muestra en la Figura 4-11, la mayor
actividad proteolitica se observé en la cepa silvestre (BW25113) y en la mutante ADsbC (MRB20), y
una actividad minima en la mutante ADsbA(MRB10), cabe destacar que la concentracion de proteina no
fue estandarizada para este ensayo lo que pudo causar la gran diferencia de degradacién entre las cepas
utilizadas. Interesantemente, este resultado confirma que la enzima EhCP1 depende (estructuralmente)
de un plegamiento oxidativo asistido por disulfuro oxidorreductasas, lo que a su vez condiciona
(funcionalmente) su actividad catalitica. Sin embargo, la dependencia especifica a una plegasa (oxidasa

0 reductasa-isomerasa) todavia no estaba claramente definida.

4.5. Aparentemente, EnCP1 depende de la actividad oxidorreductasa de DsbC

Para precisar la dependencia de la proteina EnCP1 a un plegamiento oxidativo asistido por una
plegasa con actividad disulfuro oxidorreductasa especifica, se realiz6 un micro-ensayo cuantitativo de
actividad proteasa usando el péptido sintético Z-Arg-Arg-pNA como sustrato cromogénico. En
consideracion a que la actividad catalitica de EnCP1 exhibe una mayor preferencia por sustratos con
residuos de arginina en la posicién 2, la funcion enzimatica puede ser valorada mediante la cuantificacion
de la p-nitroanilina (pNA) liberada, la cual es detectable mediante espectrofotometria a una absorbancia

de 415 nm (Aa45). Para este analisis, los extractos totales preparados en condiciones nativas fueron
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Actividad Relativa (%)

: B [
BW25113 BW25113 MRB10 MRB20
pBAD33 L pBAD-PelB-ERCP1-Myc —

Figura 4.12. Actividad proteasa relativa de la enzima EhCP1 expresada en diferentes
condiciones de replegamiento oxidativo in-vivo.

Resultados de un ensayo de degradacion proteolitica de un sustrato cromogénico, Z-Arg-Arg-pNA,

utilizando los extractos totales de las cepas BW25113/pBAD33, BW25113/EhCP1*, MRB10/EhCP1*,y
MRB20/EhCP1* como fuente de actividad proteasa.

cuantificados (mediante un ensayo de Bradford) y verificados (mediante un ensayo fluorogénico
cualitativo). La actividad proteasa fue valorada considerando el incremento de A41s por hora de hidrolisis
por mg de proteina total (A Ass h™t mg?). Para fines ilustrativos, estos valores fueron normalizados
considerando a la actividad proteasa del extracto de la cepa BW25113/pBAD-PelB-EhCP1-Myc como
méaxima (100%). Sorpresivamente, ninguno de los extractos de las cepas mutantes (ADsbA o ADshC)
mostro actividad proteasa significativa (p < 0.001), como se distingue en la Figura 4-12, lo que confirma
los resultados previamente descritos (esto es, EnCP1 depende de un plegamiento oxidativo correcto).

A la luz del resultado obtenido, es posible suponer que: (1) las condiciones en el periplasma de
la mutante MRB10 (ADsbA) condicionan una concentracion limitada de EhCP1correctamente oxidada
en un ambiente con una actividad correctora sobrada, y (2) las condiciones en el periplasma de la mutante
MRB20 (ADsbC) promueven una alta concentracion de EhCP1 incorrectamente oxidada en un ambiente
con una actividad correctora deficiente. Ambas consideraciones explican de manera trasversal la baja

actividad proteolitica detectada.
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Por otro lado, considerando que: (1) la estructura nativa de EhCP1 infiere la formacién de dos
enlaces disulfuro no consecutivos, y (2) la actividad de DsbA estd limitada a enlaces disulfuro
consecutivos, es factible suponer que la estructura y la funcion de la enzima EhCP1 dependen de un
correcto plegamiento oxidativo asistido por una plegasa con actividad disulfuro reductasa-isomerasa
(p.ej. DsbC) y la participacion acoplada de una disulfuro oxidasa (p.ej. DsbA).

Finalmente, para demostrar la hipotesis anterior, se sugiere lo siguiente: (1) determinar el estado
redox in-vivo de la proteina EhCP1, mediante ensayos de modificacion quimica de grupos tiol libres, y
(2) establecer el papel funcional de las oxidorreductasas bacterianas sobre la actividad proteolitica de
EhCP1, mediante ensayos de complementacién homologa y andlisis del fenotipo resultante. Ademas,
con el fin de integrar la relacion enzima-sustrato, se aconseja analizar el papel funcional de la plegasa
EhPDI sobre la estructura y funcién de EhCP1, utilizando como plataforma celular el periplasma

bacteriano (E. coli).
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5. CONCLUSIONES

El plaésmido pBPelB-EnCP1-Myc, que porta la secuencia codificante para el pro-péptido EnCP1
fusionado en fase con la secuencia sefial PelB (en el N-terminal) y la etiqueta molecular C-Myc (en el
C-terminal), fue obtenido satisfactoriamente mediante una estrategia de sub-clonacién molecular por
sustitucion usando el plasmido pBPelB-EhHAP-Myc como parental. Cabe mencionar que este vector
brinda tres ventajas funcionales de utilidad para futuros proyectos: (1) control relajado de la expresion
mediante la adicion de IPTG (andlogo de lactosa); (2) origen de replicacion ColE1, compatible con
plasmidos que portan el origen de replicacion p15A (p.ej., pBAD y pACYC); y (3) resistencia a
ampicilina, que permite doble o triple seleccién en conjunto con otros antibiéticos (p.ej., cloramfenicol,
kanamicina, o tetraciclina).

El plasmido pBAD-PelB-EhCP1-Myc, que contiene la secuencia codificante para la fusion PelB-
EhCP1-Myc bajo en control del promotor de arabinosa (PBAD), fue obtenido favorablemente mediante
una estrategia de sub-clonacion molecular por insercion usando el plasmido pBAD33 como parental. Es
importante destacar que este vector ofrece tres ventajas importantes a nivel funcional para futuros
proyectos: (1) control estricto de la expresion mediante la adicion de arabinosa; (2) origen de replicacién
p15A, compatible con plasmidos que portan el origen de replicacion ColE1 (p.ej., pBS, pET, pGEX,
pPMAL, y pUC); y (3) resistencia a cloramfenicol, que permite doble o triple seleccién en conjunto con
otros antibidticos (p.ej., ampicilina, kanamicina, o tetraciclina).

La funcidn de la enzima EhCP1 depende tanto de un medio ambiente altamente oxidante (p.ej.,
el periplasma bacteriano), como de una eficiente maquinaria de plegamiento oxidativo de proteinas (p.ej.,
la familia de oxidorreductasas bacterianas Dsb), que favorezcan una estructura terciaria con enlaces
disulfuro correctamente oxidados. Ademds, aparentemente, la conformacion funcional depende
especificamente de la asistencia de una plegasa con actividad reductasa-isomerasa, como la DsbC
bacteriana, que catalice el rearreglo de enlaces disulfuro incorrectamente formados por la accién primaria

de una plegasa con actividad oxidasa, como la DsbA bacteriana.
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