UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

Aislamiento e identificacion de heptapéptidos que

reconocen a la proteina PDIA1/P4HB de humano

TESIS QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA

Ramon Castellanos Martinez

Tijuana, B. C. Noviembre de 2014.



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CA[_IFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

FOLIO No. 232
‘Tijuana, B. C., a 1 de octubre de 2014.

~ C. Ramén Castellanos Martinez
Pasante de Qunmlco Farmacobidlogo
Presente

El tema de trabajo y/o tesis para su examen profesional, en la Opcion: Tesis es propuesto
por el Dr. Marco Antonio Ramos Ibarra quién es responsables de la calidad del trabajo que usted
presenta, referido al tema: “Aislamiento e identificacion de heptapéptidos que reconocen a la

proteina PDIA1/P4HB de humano”, el cual debera desarrollar de acuerdo con el siguiente orden:

l.  Introduccion

Il.  Objetivos y Meta .
ll.  Materiales y Métodos
IV. Resultados y Discusién

V. Conclusiones

VI.  Bibliografia
\\ “\ ‘ E 1 !
s~
! -~
Q\\ A ' bé[/“‘
~ Dr. Marco Anto\*ﬂ&%amos Ibarra” i Q. Noemi Hernandez Hernandez
Dlrectorde esis Subdirectora

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE BAJA CALIFORNIA

/D/ is Enrique Palafox Maestre
: . Director

6

FACULTAD DE CIENCIAS
OUIMICAS F INGENIERIA



Agradecimientos

A Dios, por la vida, la salud, por todas las bendiciones con las que siempre me
llena y por poner en mi una mente y un corazon apasionados por el

conocimiento.

A mis Padres, Ramon y Olivia por todo su amor y apoyo incondicional, por
ayudarme a convertirme en quien soy ahora, y por siempre motivarme a

sequir mis suenios y nunca darme por vencido. Los amo.

A mi familia Castellanos y a mi familia Martinez, por todo el amor que me

han dado y por siempre creer en mi.

A mis amigos, David, Perla, Marilyn, Veronica A, Miguel, Fernando, Ivan,
Pedro, Veronica S, lliana, Jesus, Alejandra, Francisco, por su amistad
sincera, por estar ahi siempre para mi, y hacer mi vida mds feliz con su

presencia y alentarme en mis proyectos y por todo su apoyo y amor.

A mis amigas, Tania, Mayra, Brenda, Rubi, Kary, Karla, por todos los
momentos inolvidables que pasamos, y sé, pasaremos, por su amistad,

confianza y por incluirme en sus vidas.

A mi director de tesis, Dr. Marco Ramos, por su entrega, por aceptarme como
parte del equipo del laboratorio de Biotecnologia, por todas sus ensenanzas,
por ayudarme a ser un mejor estudiante y un mejor ser humano, y por siempre

alentarme a aprender.



A mis amigos y colegas de la Generacion XVII de Quimicos
Farmacobidlogos de la UABC, por los buenos momentos que pasamos, y

porque sin duda, me hicieron ser una mejor persona y un mejor quimico.

A mis maestros José Nunez, Guillermina Gonzalez, Julia Kondratiev, Luis
Alcantara, Carmen Jaurequi, Evangelina Herran, Lilia Hurtado, por todos
sus consejos, por darme las herramientas necesarias para enfrentarme a los
retos que la vida me pone y por contribuir en el desarrollo de mi formacidn

profesional.

A mis companeros del laboratorio de Biotecnologia, Laura, Izamar, Miguel,
Pablo, Karla, Susana, Sealtiel, David, por todos los momentos compartidos

y por todo lo que aprendi de ustedes.

A mis sinodales, Dr. Samuel Meléndez, Dra. Rosa Mares, M.C. Lilian
Muhoz, QFB. Alexis Minchaca, por su dedicacion al impulsar mi formacion
profesional, y por formar parte de este trabajo, enriqueciéndolo con sus

acertadas sugerencias.
A todos los que me acompanaron durante esta etapa y de alguna u otra
manera contribuyeron a la realizacion de este trabajo, mil gracias, no

terminaria de nombrarlos.

A UABC, mi alma mater, por cada experiencia vivida. Cimarrén mi corazon.



El presente trabajo de investigacion fue realizado en el
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA

de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.

Bajo la Direccion y Tutoria del

DR. MARCO ANTONIO RAMOS IBARRA

Para la realizacion de este trabajo se obtuvo financiamiento del
CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
Proyecto 155714, Fondo Sectorial SEP-CONACYT 2010 para Ciencia Basica

Proyecto 161544, Fondo Sectorial SSA/IMSS/ISSSTE-CONACYT para Salud



TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS.......couiitiiiteieiie sttt sttt 7
INDICE DE TABLAS. ....coo oottt sn sttt 8
ABREVIATURAS . .. bb et e e be e e be e e anes 9
L. INTRODUCCION ..ottt sttt 11
1.1. Plegamiento de proteinas en EUCAIIOLA ...........coouveriiirieinieirce e 11
1.1.1.  Termodinamica del plegamiento...........ccceervvrerreerreereerieereeieereereeseesresereesseesses 11
1.1.2.  Compartamentalizacion del plegamiento............ccceveeveerieeiieeiiienieneenee e 12
1.1.3.  Chaperonas y Chaperoninas............ccceceerueerieriieesieeseesieeseeseeeseesseesseeseesneesneesnsens 13
1.1.4.  Enzimas del plegamiento ...........cccccverieriiiiienieeriieneeseeseesreereeseesseesenesesessseesses 15
1.1.5.  Modificaciones post-traducCionales............cceecueerueeriesieenieeieeieeeesee e 16
1.1.6 Mecanismo de respuesta a proteinas no plegadas (UPR).........ccocceviiiinnnninnnnen. 18
1.1.7 Mecanismo de degradacion asociado al reticulo endopladsmico (ERAD).............. 19
1.2. PDI como modelo de proteina del plegamiento...........cccoceirriiieineniensece s 20
1.2.1.  Familia de proteinas PDI de humano...........ccccceevievieiieniieiiececeeee e 20
1.2.2.  Proteina PDIAT/PAHB ..o 20
1.2.3.  Funciones como oXidorreductasa...........ceevuirueeiererieiieeeeiene e 22
1.2.4.  Funciones como chaperona molecular.............cccccoevieriiniieiiieiieiee e 22
1.2.5. Otras fUNCIONES ....ccueeruieriieeiieeie ettt iesite st eteeteeteeste e st e setesabe e bt eseesseesaeesnsesnseenseas 22
1.3. PDI/P4AHB como blanco teraplutiCo ..........ccoviiiirieiieiseeree e 23
1.3.1.  Asociacion de PDI con patologias en humanos...........ccccceeeevieriecieenienvenveereennnn 23
1.3.1.1. Infecciones virales, bacterianas y parasitarias ..........ccccceeeeeeveeerieesieeneeneeseeseeeeens 23
1.3.1.2. Cancer y otras enfermedades proliferativas...........cccceevvercveeciiecrieneenieesreereeveenens 24
1.3.1.3. Enfermedades neurodegenerativas..........c.eccveeveerreereesvesreeieesreesseeseesnesenessnessses 25
1.3.1.4. Enfermedades metabOlicas...........cccceerieriiiiiiiieiieieecee et 25
1.3.1.5. Enfermedades cardiovasculares ...........occeceverienerienieneiieneeieeseetesie e 26
1.3.2.  PDI/P4HB como blanco farmacolOgICO..........cceevvieriierireireeriereeieesieesve e evve e 26
1.3.3.  Moduladores e inhibidores de la funcion de la PDIA1/P4HB de humano............. 26
1.4. Identificacion de moduladores e inhibidores de PDIAL/PAHB............ccccccoiiiniiinnnnne. 27
1.5. Despliegue de péptidos en bacteriéfagos como estrategia para identificar
moduladores o inhibidores de la PDIA1/P4HB de humano............cccoeiviiiiiicncnnnns 27
2. OBIETIVOS Y META . . ettt 29
P B O o] =) (Ao I =T =T - | USSR 29
2.2. ODJEtIVOS ESPECITICOS ....vivirieiieiieiieiicie sttt et ne e 29
2.3, IMIBLAL ... s 29



3.

5.
6.

MATERIALES Y METODOS ......ooviiiiiieeseee ettt 30
3.1. Reactivos quimicos Y DIOIOGICOS. ..o 30
3.1.1.  Reactivos quimicos ¥ DIOQUIMICOS ......eerueeruiiriiriieieeniieeie ettt 30
3.1.2. Células y Mmedios de CUItIVO .......ceecvieriieiiiiieiieeiteieesee et ere e e sesesnseennees 31
3.1.3.  Biblioteca de heptapéptidos desplegados en la superficie de bacteridfagos .......... 31
3.1.4.  EStuches COMEICIAlES ......ceoueiiuiiiiiiiieiieie ettt st 31
3.1.5. EQUIPOS Y SOTEWAIE......eiiuieiieiiiieieeeet ettt ettt ettt sb ettt eneeas 31
3.2. ProtoCol0S GENEIAIES .........cviiiieiiiiee e 32
3.2.1.  Cuantificacion de proteinas por el método Bradford...........cccoeeevvieiiiiniieicniennnenn. 32
3.2.2.  Preparacion de cultivo joven de la cepa ER2738 de E. coli......cocveviiniiniininnen. 32
3.2.3.  Infeccion y titulacion de bacteriofagos .......cceevveevveerieerienieeie e 32
3.2.4.  Purificacion de ADINCS .......ccooiiiiiinieeeee ettt 33
3.2.5.  Electroforesis en gel de agarosa...........ceceeveerieeiiieneenieeieeie ettt 34
3.3. Tamizado de 1a DIDIOtECA PA.D.TV-T .........ccooiiiiiieistee e 34
3.3.1.  Reconocimiento inicial mediante biopanning............cccceeeveeereecreerreereerrenvenreenens 34
332, Amplificacion ¥ CONCENLIACION ......c.eerueeriieriieiiieiieieeeiee et ettt e st eaee s 35
3.3.3.  Rondas de seleccion mediante biopanning ............ccceeeeeveeeveesieeseeneeneeneeeeeeeens 36
3.4. Aislamiento, seleccion, y amplificacion de UFP independientes ...........ccoceecvvevieiienns 36
3.5. Secuenciacion de ADN y ensay0s de ELISA ... 37
3.5.1.  Secuenciacion de ADN .......c..oooiiiiiiiiiiie ettt et 37
3.5.2. Inmunoensayo enzimatico (ELISA) semi-cuantitativo indirecto..............c.ceveeneee. 37
3.5.3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA) cuantitativo indirecto...........cccecverevervearennnen. 38
RESULTADOS Y DISCUSIONES .......ooiiiiiiiie e 40
4.1. Seleccion de bacteri6fagos que despliegan un heptapéptido que se une a
HUPDI ...ttt ettt st st e bt e s e et e sbe et e seesteenbesneas 40
4.2. Secuencia de los heptapéptidos que se unen a HUPDI ..o, 41
4.3. Analisis preliminar de los heptapéptidos con potencial de unién a HuPDI ............... 41
4.4. Analisis cuantitativo de los heptapéptidos con potencial de union a HUPDI ............. 43
4.5. HUPDI73, HUPDI04, HUPDI51, y HuPDI44 despliegan heptapéptidos con
potencial de union @ HUPDI ... 45
CONCLUSIONES ... .ottt eesae s 47
REFERENCIAS ... .ottt e rae e s nna e e e nnee e 48



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Plegamiento de proteinas [Berg, 2002]..........ccccuuuirieiieeeiiiiiiiiiieee e 11
Figura 2. Efecto hidrofébico [Berg, 2002]...........uuiiiiiiiaiiiiiiiiiiiee e 12
Figura 3. Plegamiento de proteinas asistido por chaperonas [Lodish,

122010 0 ) PP PRSP PPPPPPPRRRR 14
Figura 4. Representacion gréfica de algunas de las modificaciones post-

traduccionales de las proteinas [Sadava, 2009]........cccceeeeviiiiiiiiiiieiie e, 16
Figura 5. Mecanismo UPR en levaduras [Alberts, 2012].........cccccceeiieeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeinnns 18
Figura 6. MecaniSmMO ERAD. ..........u i 19
Figura 7. Representacion esquemética de la organizacion de dominios

de las 21 proteinas de la familia PDI de humano [Gilligan, 2012]..................... 21
Figura 8. Organizacion de los dominios de PDI [Wilkinson, 2004]. .........ccccoeeeeeieeeeirinnn, 22

Figura 9. Analisis preliminar de los heptapéptidos con potencial de unién
A HUPDI. e 43

Figura 10. Representacion grafica de la unidon de los bacteri6fagos a
HuPDI (representada por Ass) con respecto a su titulo (UFP/mL). .................... 44

Figura 11. Andlisis de la Razén de Reconocimiento de los bacteriéfagos
gue despliegan heptapéptidos de unién a HUPDI...............ccoovviiiiinieenneii, 46


file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510498
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510499
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510500
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510500
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510501
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510501
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510502
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510503
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510504
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510504
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510505
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510506
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510506
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510507
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510507
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510508
file:///C:/Users/Marco_Ramos/Desktop/20141028_Tesis_RCM_Final.docx%23_Toc402510508

INDICE DE TABLAS

Tabla I. Lista de reactivos quimicos y bioquimicos utilizados. ...........cccccceeeiiiiiiiiiennennn. 30

Tabla Il. Caracteristicas de las rondas de biopanning y seleccién de UFP
que SE UNEN @ HUPDIL ......uui e 37

Tabla lll. Rondas de aislamiento y seleccidén de bacteriéfagos que
despliegan heptapéptidos que reconocen a HUPDI................ouvvviiiiiiiiieinnininnnnnn. 41

Tabla IV. Secuencias polipeptidicas deducidas de las UFP
SEIECCIONATAS. ... 42

Tabla V. Parametros del reconocimiento de las UFP seleccionadas
(o] 117> W (51 =I5 45

Tabla VI. Secuencias con potencial de unién a HUPDI. .............ccccciiiiiii e, 46



ABREVIATURAS

A

aa

ADN
ADNCcs
ARN
ATP

BSA
C-terminal
DO
EDTA
ELISA
ERAD
ERSE
HCI

HIV

HRP
Hsp70
HuPDI
ICso

IPTG

k

Kb

Ki

kDa

LB

ML, mL
UM, mM, M
N-terminal
NaCl

ng, ug, mg
nm

NO

0,

p. €j.
PACMA

Absorbancia

Aminoacido

Acido desoxirribonucleico

ADN de cadena sencilla

Acido ribonucleico

Adenosin-trifosfato

Del inglés Bovine serum albumin
Carbono terminal

Densidad optica

Acido etilendiaminotetraacético

Del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Del inglés Endoplasmic reticulum-associated degradation
Del inglés ER response stress elements
Acido clorhidrico

Virus de la inmunodeficiencia humana
Peroxidasa de rabano picante

Del inglés Heat Shock Protein 70
Proteina disulfuro isomerasa de humano
Concentracion media inhibitoria
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
Constante de afinidad

Constante de disociacion

Constante de inhibicién

Kilodalton(s)

Luria-bertani

Microlitro, mililitro

Micromolar, milimolar, Molar

Amino terminal

Cloruro de sodio

Nanogramos, microgramos, miligramos
Nandmetros

Oxido nitrico

Oxigeno molecular

Por ejemplo

Del inglés propyonic acid carbamoyl methyl amide



PBS
PDI
PEG-8000
pH
PPlasa
PTM
P4HB
RE
RNS
ROS
RPM
SNC
SNO-PDI
TA
TAE
TBS
TBST
TRX
UFP
UPR
Vv

°C

Buffer salino-fosfato

Proteina disulfuro isomerasa
Polietilenglicol 8000

Potencial de hidrégeno

Prolil peptidil cis-trans isomerasas
Del inglés post-translational modifications
Subunidad beta de la prolil-4-hidroxilasa
Reticulo endoplasmico

Del inglés reactive nitrogen species
Del inglés reactive oxigen species
Revoluciones por minuto

Sistema nervioso central

PDI S-nitrosilada

Temperatura ambiente
Tris-acetato-EDTA

Buffer tris-salino

Buffer tris-salino con Tween 20
Tiorredoxina

Unidad formadora de placa

Del inglés Unfolded protein response
Volts

Grados centigrados

10



1. INTRODUCCION

1.1. Plegamiento de proteinas en eucariota

1.1.1. Termodinamica del plegamiento

El problema del plegamiento de proteinas
ilustra la utilidad del concepto de energia libre.
Considere este sistema (Figura 1): las moléculas de
una proteina no plegada en una solucién acuosa
pueden adoptar una conformacion unica diferente,
favoreciendo un sistema bastante desordenado y
una entropia relativamente alta. A pesar de esto, el
plegamiento correcto de las proteinas ocurre de
manera espontanea bajo condiciones apropiadas
[Berg, 2002].

Las moléculas de proteinas en solucion
acuosa interactian con las moléculas de agua a
través de interacciones ionicas y puentes de
hidrogeno. Sin embargo, algunas moléculas con
caracteristicas no polares no pueden participar en
esas interacciones [Berg, 2002].

Las moléculas de agua que estan en contacto
con las superficies de las moléculas no polares
forman “capsulas” alrededor de ellas, volviéndose
mas ordenadas. Cuando dos moléculas no polares
algunas moléculas

S€ acercan, de agua Son

Figura 1. Plegamiento de proteinas
[Berg, 2002].

Este proceso conlleva la transicion de una
mezcla desordenada de proteinas no
plegadas a wuna solucién relativamente
uniforme de proteinas plegadas. Unfolded
ensemble: conformacién no plegada. Folded
ensemble: conformacion plegada.

Unfolded ensemble

l

Folded ensemble

R

liberadas; por lo tanto, las moléculas no polares tienden a agregarse, debido a la entropia

del agua. Este fenémeno, es conocido como efecto hidrofobico (Figura 2) [Berg, 2002].
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Figura 2. Efecto hidrofébico [Berg, 2002].

La agregacion de grupos no polares en el agua lleva a un incremento en la entropia debido a la
liberacion de moléculas de agua en el medio. Nonpolar molecule: molécula no polar.

Algunos aminodcidos que componen a las proteinas contienen grupos no polares
(hidrofobicos), los cuales tienen una fuerte tendencia a asociarse con otros no polares (en
el interior de la proteina plegada). La elevada entropia resultante de la interaccion de
estos aminoacidos hidrofobicos ayuda a compensar la pérdida de entropia inherente al
proceso de plegamiento. Ademas, las interacciones hidrofobicas no son la inica manera
de estabilizar la estructura de una proteina [Berg, 2002].

Muchos enlaces débiles, incluidos los puentes de hidrogeno y las interacciones de
Van der Waals, se forman durante el proceso de plegamiento y, en consecuencia, se
libera energia calorifica. De esta manera, el plegamiento puede ocurrir cuando la
diferencia entre los cambios de entropia (asociada al efecto hidrofobico) y entalpia
(asociada a puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals) hacen negativa la energia
libre de todo el proceso [Berg, 2002].

1.1.2. Compartamentalizacion del plegamiento

El interior celular es altamente anisotrdpico, con arquitecturas elaboradas y
fisiol6gicamente criticas. Esta organizacion subcelular juega un papel importante en el
plegamiento en varios niveles; p. ej., las estructuras nativas de las proteinas de membrana
estan sintonizadas con los diversos microambientes y el caracter bidimensional de las

membranas [Gershenson, 2010].
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Para proteinas secretoras, por otro lado, el paso a través de compartimientos esta
altamente coordinado con la acciéon de enzimas modificadoras, chaperonas, y otros
mecanismos de transporte. Ademas, la compartamentalizacion abre la posibilidad de
gradientes quimicos; p. ¢j., pH o redox. En conjunto, la compartamentalizacion y la
organizacion espacial del ambiente celular permiten que el plegamiento ocurra en pasos
optimizados temporalmente [Gershenson, 2010].

Una de las funciones principales del reticulo endoplasmico (RE) es la sintesis de
proteinas dirigidas a la via de secrecion. En el RE, las proteinas sintetizadas adquieren su
conformacion nativa seguida de modificaciones post-traduccionales, tales como la N-
glicosilacion y la formacion de puentes disulfuro. Con el fin de exportar solo proteinas
correctamente plegadas, el RE alberga una variedad de chaperonas que facilitan el
plegamiento. Ademas, posee un sistema de control de calidad, el cual asegura que las
proteinas no plegadas sean retenidas o dirigidas a la degradacion (en caso de no lograr su
plegamiento correcto) [Bravo, 2013]. Adicionalmente, las mitocondrias constituyen un
importante compartimiento intracelular independiente, separado con una doble
membrana, y se caracterizan por contener su propio sistema de control de calidad de

proteinas [Bender, 2011].

1.1.3. Chaperonasy chaperoninas

El plegamiento correcto de proteinas in vivo debe ocurrir rapidamente; de otra
manera, las células gastarian mucha energia en la sintesis de proteinas no funcionales y
en la degradacion de proteinas mal plegadas o no plegadas. Mas del 95% de las proteinas
presentes dentro de las células se encuentran en su forma nativa, a pesar de la alta
concentracion de proteinas (£100 mg/mL), que usualmente causa la precipitacion de
proteinas in vitro [Lodish, 2000].

La explicacion para la alta eficiencia del plegamiento de proteinas in vivo recae en
funcion de las chaperonas (familia de proteinas altamente conservadas en la escala
evolutiva). Las chaperonas estan localizadas en cada compartimento celular, unidas a una
gran variedad de proteinas. Existen dos sub-familias generales de chaperonas:

chaperonas moleculares, las cuales se unen y estabilizan a proteinas no plegadas o

13



parcialmente plegadas, previniendo su degradacion temprana; y chaperoninas, las cuales
facilitan directamente su plegamiento. Las chaperonas tienen actividad ATPasa, y su
habilidad para unirse y estabilizar proteinas es especifica y dependiente de la hidrdlisis
de ATP. La unidon de chaperonas a proteinas parcialmente plegadas sugiere que el
proceso del plegamiento puede ser regulado por pasos intermedios [Lodish, 2000].

Uno de los sub-grupos de chaperonas moleculares mas estudiado son las proteinas
Hsp70, el cual incluye a las Hsp70 citos6lica y mitocondrial, a la Bip del RE, y a la DnaK
bacteriana. La Hsp70 citosoélica, identificada por su rapida aparicion después de que la
célula ha sido sometida a un estrés calorico, es la chaperona con mayor actividad en todos
los organismos [Lodish, 2000]. Cuando se une a ATP, la Hsp70 asume una conformacion
abierta en la cual expone una region hidrofébica transitoria que se une a regiones
hidrofobicas expuestas de proteinas no plegadas (Figura 3). La hidrolisis de ATP
ocasiona que la Hsp70 adquiera su conformacion cerrada, liberando la proteina plegada
[Lodish, 2000]. Se piensa que las chaperonas moleculares se unen a todas las cadenas

polipeptidicas nacientes mientras estan siendo sintetizadas por los ribosomas. En

Partially folded Properly folded
protein protein
=.
ATP
Conformational
change
GroEL/TCiP

Figura 3. Plegamiento de proteinas asistido por chaperonas [Lodish, 2000].

Partially folded protein: proteina parcialmente plegada. Properly folded protein: proteina
correctamente plegada. Conformational change: cambio conformacional.
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bacterias, el 85% de las proteinas son liberadas de su chaperona plegadas correctamente;
incluso, un porcentaje superior de proteinas eucarioticas sigue esta via [Lodish, 2000].
Las chaperoninas eucarioticas, llamadas 7CiP, son grandes complejos
multiméricos, en forma de barril, compuestos por 8 unidades de Hsp60. Las homologas
bacterianas, conocidas como GroEL, contienen 14 subunidades idénticas. El mecanismo
de plegamiento asistido por GroEL ha sido utilizado como un modelo general (Figura 2).
En bacterias, un polipéptido mal plegado o parcialmente plegado es insertado en la
cavidad de GroEL, donde se une a la pared interior y adquiere su conformacién nativa.
En un paso dependiente de ATP, GroEL se expande y la proteina correctamente plegada
sale de GroEL, un proceso asistido por una co-chaperonina, GroES, la cual tapa los
extremos de GroEL. Debido a que la chaperonina eucaridtica 7CiP no requiere de una
co-chaperonina, el ultimo paso de difiere en las eucariotas. Ademads, el tamafio de la

cavidad en 7CiP limita el plegamiento a polipéptidos menores a 55 kDa [Lodish, 2000].

1.1.4. Enzimas del plegamiento

En el RE, existen varias chaperonas y enzimas del plegamiento que se asocian con
los polipéptidos recién sintetizados para asistir al correcto plegamiento y ensamblaje. La
calnexina, una proteina integral del RE, se une transitoriamente a proteinas
monoglicosiladas recién sintetizadas y a glicoproteinas mal plegadas, promoviendo su
plegamiento y oligomerizacion [Coe, 2008]. La proteina es parte del sistema de control
de calidad del RE, conocido como ciclo de la calnexina [Powers-Fletcher, 2001].

La calreticulina, una proteina conservada a través de la escala evolutiva, realiza
una variedad de funciones dentro de la célula. Aunque se localiza principalmente en el
RE, también puede ubicarse en la superficie celular. En el lumen del RE, la calreticulina
funciona como una chaperona molecular para asegurar el correcto plegamiento de
glicoproteinas [Alur, 2009].

A menudo ignorada, pero crucial para el plegamiento de proteinas, es la actividad
de las prolil peptidil cis-trans isomerasas (PPlasa). Durante la biosintesis de proteinas, los

residuos de prolina son incorporados por el ribosoma en la conformaciéon trans. Por lo
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tanto, todas las proteinas con las prolinas cis en estado nativo, experimentan una
isomerizacion trans — cis por accion de una PPlasa [Braakman, 2013].

La isomerizacion opuesta (cis — trans) de prolinas es una reaccion
intrinsecamente lenta que depende de la naturaleza del aminoacido, esto determina la
velocidad de muchas reacciones de plegamiento. La mayoria de las PPlasas que asisten el
plegamiento de proteinas contienen dominios cataliticos que son homologos a la FKBP12
humana y dominios de chaperona, los cuales interactian transitoriamente con las

proteinas no plegadas [Jakob, 2009].

1.1.5. Modificaciones post-traduccionales

Las modificaciones post-traduccionales, o PTM (por sus siglas en inglés, post-
translational modifications), son consideradas factores determinantes con respecto a la
complejidad de los organismos [Venter, 2001]. A la fecha, se han identificado mas de
200 PTM, de las cuales solo unas cuantas son reversibles e importantes para la regulacion
de procesos bioldgicos (Figura 4) [Delom, 2006].

Una de las PTM mas estudiadas es la fosforilacion de proteinas, debido a que es
vital para un gran nimero de funciones y procesos celulares, tales como la transduccion

de sefiales, la diferenciacion celular, y el control del ciclo celular y del metabolismo. Los

Traduecién Procasamiento postraduccional
L gscesdn ool polipdptice peemile alos
E ’ fragmentos plogarss mdimmbuemmas“‘
/ Lo
’ La adicidn de anjcams es imporanta pam
— —_— ol direccionameenta y el reconacimianto.
. D La adiclon de grupos fostalos atera &
[y forma de k proteing,

Figura 4. Representacion grafica de algunas de las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas [Sadava, 2009].
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mecanismos de fosforilacion actian como un interruptor de “encendido” y “apagado” de
la actividad de una proteina o una via celular. Se ha estimado que una de cada tres
proteinas es fosforilada en algiin punto de su ciclo de vida. Casi todos los procesos
regulados por fosforilacion son reversibles y controlados por la combinacién de dos
clases de enzimas: cinasas y fosfatasas [Delom, 2006].

La glicosilacion es otra de las PTM mas comunes. La gran mayoria de proteinas
de superficie y proteinas secretadas en células de mamiferos contienen carbohidratos
[Neelamegham, 2011]. Estas PTM tienen importantes funciones en la regulacion del
reconocimiento celular, sefializacion, y adhesion, las cuales condicionan tanto al
desarrollo y fisiologia normal del mamifero como el progreso de algunas enfermedades
(p. ej. cancer y trombosis) [Varki, 2009]. Ademas, la glicosilacion regula la vida media
de moléculas terapéuticas en circulacion sanguinea; por lo tanto, la regulacién de los
patrones de glicosilacion sitio-especifica es de gran interés para la industria farmacéutica
[Costa, 2013].

La S-nitrosilacion, adicion covalente de un grupo nitroxilo (-N=0O) a un grupo tiol
de una cisteina, es una PTM que constituye un mecanismo regulador involucrado en
diferentes procesos bioldgicos; p. ej. control del crecimiento celular, metabolismo,
diferenciacion y apoptosis. La S-nitrosilacion modula las propiedades funcionales de un
gran numero de proteinas, afectando su funcionamiento celular normal. Ademas, se ha
observado S-nitrosilacion aberrante en varias condiciones patologicas, entre las que
figuran algunas enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, y cancer [Ben-Lulu,
2014].

La nitracion de tirosina es una PTM oxidativa que afecta la estructura y funcién
de proteinas. La nitracion de tirosina es mediada por la produccion de especies reactivas
de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés reactive nitrogen species), como peroxinitrito
(ONOQ) y didxido de nitrogeno (NO,) [Campolo, 2014]. La disminucién o pérdida de la
funciodn proteica por nitracion puede resultar en la inhibicion de la actividad catalitica o la
reduccion de los niveles de proteina, ya que esta PTM ocasiona cambios en la estructura

secundaria, dificultando el acceso del sustrato al sitio activo [Pacher, 2007].
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1.1.6. Mecanismo de respuesta a proteinas no plegadas (UPR)

Las células vigilan cuidadosamente la cantidad de proteinas mal plegadas que
contiene en varios compartimientos. Una acumulacion de proteinas mal plegadas en el
citosol, por ejemplo, desencadena una respuesta similar al estrés térmico, la cual
promueve la transcripcion de genes que codifican para chaperonas que ayudan al
replegamiento de proteinas. De la misma manera, una acumulacién de proteinas mal
plegadas en el RE desencadena una respuesta a proteinas no plegadas, o UPR (por sus
siglas en inglés unfolded protein response), la cual incluye un incremento en la

transcripcion de genes que codifican para chaperonas y de proteinas involucradas en la

@ MISFOLDED PROTEINS IM ER SIGNAL
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Figura 5. Mecanismo UPR en levaduras [Alberts, 2012].
A través de esta via de sefializacion intracelular, la acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del reticulo

endoplasmico genera sefiales dirigidas al nudcleo, las cuales activan la transcripcion de genes que codifican
polipéptidos que ayudan a la célula tolerar el estrés.
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degradacion de proteinas asociada al RE [Alberts, 2012].

La Figura 5 muestra el mecanismo de la UPR en levaduras. Una proteina cinasa
transmembranal se activa por proteinas mal plegadas, lo que ocasiona su oligomerizacion
y auto-fosforilacion. La oligomerizacion conduce a la activacion de un dominio de
endorribonucleasa (presente en el dominio citosoélico de la proteina cinasa). La actividad
nucleasa remueve un intron presente en una molécula especifica de ARN citosolico y una
ligasa de ARN une los exones. El ARN procesado es traducido, produciendo una proteina
reguladora que migra al nucleo y activa la transcripcion de genes que codifican para

proteinas del mecanismo de la UPR [Alberts, 2012].

1.1.7. Mecanismo de degradacion asociado al reticulo endoplasmico (ERAD)

El plegamiento y ensamblado de proteinas en el RE se basa en mecanismos que de
manera inherente deben estar libres de error. El sistema de control de calidad del RE
asegura que unicamente las proteinas correctamente plegadas puedan salir del
compartimiento. Las proteinas incorrecta o parcialmente plegadas son retenidas en el RE

para un re-plegamiento asistido por chaperonas, en caso contrario, son degradadas por un
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Figura 6. Mecanismo ERAD.

Las proteinas mal plegadas solubles en el lumen del RE son translocadas hacia el citosol, donde son
desglicosiladas, poli-ubiquitinadas, y degradadas por el proteasoma [Alberts, 2012].
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mecanismo denominado como ERAD (por sus siglas en inglés, endoplasmic reticulum
associated degradation) [Sakoh-Nakatogawa, 2009].

Las proteinas mal plegadas son reconocidas inicialmente por chaperonas y
lectinas residentes del RE; posteriormente, son entregadas a la ubiquitina-ligasa de
membrana HRDI1 (Hrdlp en S. cerevisiae). HRDI interactua directamente con SELIL
(Hrd3p en S. cerevisiae), una importante proteina para el mecanismo ERAD mediado por
HRDI.

Entonces, los sustratos son retro-translocados, a través de la membrana del RE
hacia el citosol, poli-ubiquitinados en ese compartimiento, extraidos de la membrana por
la ATPasa p97 (cdc48 en S. cerevisiae), y degradados por el proteasoma (Figura 6)
[Tang, 2014].

1.2. PDI como modelo de proteina del plegamiento

1.2.1. Familia de proteinas PDI de humano

La proteinas PDI (proteina disulfuro isomerasa) son oxidorreductasas que
catalizan la oxidacion, reduccion e isomerizacion de enlaces disulfuro. En humanos,
existen 21 miembros relacionados con las actividades de PDI [Vitello, 2012]. Las PDI
estdn caracterizadas por la presencia de un motivo CXXC en el sitio activo en los
dominios funcionales tiorredoxina (nombrados de esa manera por su parecido estructural
con esta proteina bacteriana). El nimero y el arreglo de dominios tiorredoxina varia entre

los miembros de la familia (Figura 7) [Buck, 2008].

1.2.2. Proteina PDIA1/P4HB

PDIA1/P4HB, el primer miembro descrito de la familia PDI, fue identificado
originalmente como la subunidad [ de la prolil-4-hidroxilasa humana. El gen
PDIA1/P4HB esta localizado en el locus 17q25.3, constituido por 11 exones y una
longitud de 18 kb.

La regién promotora contiene 11 sitios de regulacion, incluido un elemento de

respuesta a estrés del RE (ERSE). A pesar de este ultimo, PDIA1/P4AHB se induce
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Figura 7. Representacion esquematica de la organizacion de dominios de las 21
proteinas de la familia PDI de humano [Gilligan, 2012].

Todas las proteinas contienen una pequefia secuencia N-terminal designada en negro. Los dominios
cataliticos parecidos a tiorredoxina (a o a’) estén representados en rojo con los sitios activos
denotados; los dominios tiorredoxina inactivos estan en azul (b) y morado (b’); el verde representa
los dominios de los sitios ricos en Asp/Glu de unién a Ca®'; regiones de unién (gris); dominios
transmembranales (amarillo); las secuencias C-terminal de retencion en el RE estan en blanco con la
composicion de residuos denotada.

débilmente por estrés del RE, probablemente debido a su gran abundancia. Ademas, seis
elementos CCAAT, localizados en las primeras 378 pb, fueron ratificados como
importantes, ya que mutaciones inducidas en este sitio reducen la fuerza de la region
promotora [Gilligan, 2012].

La secuencia codificante consiste de un polipéptido de 508 aminoacidos,
distribuidos en: una secuencia N-terminal hidrofobica (péptido sefial), cuatro dominios
tiorredoxina (Figura 8): 2 activos (a y a’), los cuales contienen el motivo CXXC, y 2
inactivos (b y b’); ademds, un dominio rico en aminoacidos acidos (c), y una secuencia
C-terminal de retencion del RE (KDEL) [Gilligan, 2012]. De manera general, la PDI

cataliza la correcta formacion de enlaces disulfuro en las proteinas sustrato [Abromaitis,
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Figura 8. Organizacion de los dominios de PDI [Wilkinson, 2004].

2009; Muller, 2013; Furie, 2014]. Localizados en los sitios activos de los dominios ay a’,
los residuos de cisteina del motivo CGHC ciclan entre los estados oxidado (disulfuro) y

reducido (ditiol) durante la catélisis enzimatica [Xu, 2012].

1.2.3. Funciones como oxidorreductasa

PDI actiia como una tiol-oxidoreductasa, catalizando la formacion, rompimiento y
rearreglo de enlaces disulfuro, durante el plegamiento oxidativo de proteinas [Xu, 2012].
La presencia de los motivos cataliticos, CXXC, determina su potencial redox [Muller,

2013].

1.2.4. Funciones como chaperona molecular

Ademas de sus funciones cataliticas, PDI puede actuar como chaperona
molecular, sensible a condiciones redox, previniendo un plegamiento inadecuado y la
agregacion de proteinas. Aunque inicialmente la propuesta de su actividad chaperona
resultd controversial, se demostr6 recientemente que tanto la actividad chaperona como
todas las conformaciones de PDI estan reguladas por el estado redox, ocasionando
cambios estructurales que relajan la conformacion compacta de la molécula y exponen las

regiones hidrofobicas, facilitando su funciéon como chaperona [Niforou, 2014].

1.2.5. Otras funciones
Adicional a sus funciones cataliticas y de chaperona, la PDI participa en el
mecanismo UPR, y también en la regulacion de la funcidon de receptores, interacciones

c€lula-célula, expresion génica, y la polimerizaciéon de filamentos de actina [Vitello,
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2012]. Por otro lado, es un péptido multifuncional que forma parte de complejos
enzimaticos, tales como la prolil-4-hidroxilasa y el complejo microsomal de transferencia
de triglicéridos [Kivirikko, 1998].

Varios estudios han demostrado que puede funcionar como proteina intracelular
de union a moléculas pequefias que contienen grupos fenolicos, tanto hormonas
endogenas (p. ej. tiroideas), como quimicos contaminantes del medioambiente (p. ej.
bisfenol) [Fu, 2011]. Entre otras funciones reportadas, destacan su funcién como
fosfoproteina del RE, como proteina de unidén a calcio, y como deshidroascorbato

reductasa [Kivirikko, 1998].

1.3. PDI/P4HB como blanco terapéutico

1.3.1. Asociacion de PDI con patologias en humanos
Varios estudios recientes han sugerido la participacion de la PDI en algunas

enfermedades infecciosas y otros sindromes en humanos [Hong, 2008].

1.3.1.1. Infecciones virales, bacterianas y parasitarias

Infecciones virales. Existe un nimero significativo de estudios que apoyan el
papel de los estados redox ditiol/disulfuro en las etapas tempranas del ciclo de infeccion
de algunos virus: Sindbis, Baculovirus, Vaccina, Virus de la Arteritis Equina, Virus de la
Leucemia Murina, Virus de la Enfermedad de Newcastle, Virus de la Hepatitis 6, y VIH
[Stantchev, 2012].

Recientemente, se demostr6 que una proteina de la superficie de la célula
hospedera (linfocitos T4) involucrada en la adhesion y entrada del VIH, requiere de la
actividad oxidorreductora de PDI para completar la etapa [Gowthaman, 2008]; atin mas,
se ha reportado que moléculas inhibidoras de la PDI inhiben la entrada del VIH [Xu,
2012]. Interesantemente, las proteinas de la envoltura del VIH contienen 10 enlaces
disulfuro (nueve en la gp120 y uno en la gp41), lo que sugiere que el bloqueo de las
etapas tempranas de la infeccién por VIH, mediado por inhibidores de PDI, es una

estrategia farmacologica viable para detener la infeccion viral [Stantchev, 2012].
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Infecciones bacterianas. Para algunas bacterias, como Neisseria meningitidis, se
ha demostrado que dos proteinas PDI de membrana son esenciales para el crecimiento
bacteriano y biogénesis. Por otro lado, se ha observado que la PDI se requiere para que
Chlamydia se adhiera a la superficie celular, un patégeno intracelular obligado de
eucariotas [Hong, 2008]. A pesar de estos hallazgos experimentales, el papel funcional
preciso de la PDI, es atn desconocido [ Abromaitis, 2009].

Infecciones parasitarias. En el caso de algunos parasitos, tales como Neospora
caninum y Toxoplasma gondii, se reportd que la PDI juega un papel importante en la
interaccion parasito-hospedero. Asimismo, se ha demostrado que una PDI de los
taquizoitos de N. caninum esta involucrada en la adhesion a las células del hospedero. Por
otro lado, también se ha involucrado a la PDI en el desarrollo y formacion de la cuticula

del nematodo Caenorhabditis elegans [Hong, 2008].

1.3.1.2. Cancery otras enfermedades proliferativas

Se han detectado altos niveles de PDI en diferentes tipos de procesos
proliferativos malignos en humanos, como el cancer de ovario, de prostata, y de pulmon,
asi como también en linfomas, gliomas, leucemias y melanomas [Xu, 2012]. Mediante
analisis protedmicos, se ha determinado la sobre-expresion de PDI en céncer de cerebro,
de rifion, de ovario, de prostata, de pulmon y en linfomas [Xu, 2014].

Se ha observado, la sobre-expresion del gen AGR2, un miembro de la familia PDI
de humano y blanco del receptor de estrogenos, en lineas celulares de cancer de mama
positivas al receptor de estrogenos. Este marcador ha sido identificado en
adenocarcinomas de otros tejidos (colorrectal, esofagico, pulmonar, ovarico, pancreatico,
y prostatico).

Desafortunadamente, la sobre-expresion de AGR2 en cancer de mama positivo a
receptor de estrogenos estd asociado con un diagnostico pobre, especialmente en tumores
que evaden la terapia anti-hormonal. AGR2 promueve la proliferacion y supervivencia
celular, y los procesos metastasicos. AGR2 se localiza en el RE, asiste en el plegamiento

de proteinas y en el mecanismo ERAD [Salmans, 2013].
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1.3.1.3. Enfermedades neurodegenerativas

La PDI protege contra la agregacion de proteinas en varias enfermedades
neurodegenerativas, ademds disminuye la agregacion de la proteina sinfilina-1, asociada a
la enfermedad de Parkinson, una actividad que depende de la presencia del motivo
CGHC en el sitio activo [Walker, 2011].

La PDI es un blanco del estrés nitrosativo, el cual resulta en la S-nitrosilacion de
la PDI nativa. Se ha encontrado PDI-nitrosilada en el cerebro de pacientes con
enfermedad de Parkinson y Alzheimer. Bajo condiciones severas de estrés nitrosativo, la
PDI-nitrosilada puede prolongar el mecanismo UPR, contribuyendo asi a la acumulacion
de proteinas mal plegadas y al dafo celular. En el modelo de la enfermedad de
Huntington, la PDI ha sido identificada como un regulador de la via de muerte celular
[Wang, 2012]. Las evidencias mas recientes han identificado al estrés del RE, y en
particular a la PDI, como de vital importancia en el proceso y desarrollo de la esclerosis
lateral amiotrofica o ALS (por sus siglas en inglés, amyotrophic lateral sclerosis)

[Walker, 2011].

1.3.1.4. Enfermedades metabdlicas

La enfermedad metabolica diabetes mellitus se caracteriza por presentar altos
niveles de glucosa sanguinea y por una absoluta o una relativa deficiencia en la
produccion de insulina. La patogénesis de esta enfermedad involucra la disfuncion de las
células B del pancreas. Recientemente, se ha postulado que una sefializacion deficiente
del estrés del RE contribuye a la disfuncion de las células  y eventualmente a su muerte
[Fonseca, 2009].Cada vez existe mas evidencia que sugiere que la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el lumen del RE genera especies reactivas de oxigeno, o ROS
(de sus siglas en inglés, reactive oxygen species). La formacion incorrecta de enlaces
disulfuro merma la accion del glutation, ya que éste se requiere para la reduccion de los
primeros. La formacién de enlaces disulfuro en el RE es conducida a través del
plegamiento oxidativo, catalizada por la PDI y EROI, lo cual produce ROS. Esto es, la
sobre-expresion de una proteina mal plegada activa el UPR, causa estrés oxidativo, e

induce la apoptosis [Back, 2012].
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1.3.1.5. Enfermedades cardiovasculares

La PDI tiene funciones biologicas en la superficie celular de linfocitos,
hepatocitos, plaquetas y células endoteliales. Las plaquetas son una rica fuente de PDI
extracelular, ya que la expresan en su superficie celular y la secretan en respuesta a la
estimulacion por trombina. Las células endoteliales también expresan PDI mediante una
estimulacion agonista o cuando se confrontan al dafio vascular. Durante la formacion de
trombos in vivo, la PDI es rapidamente secretada tanto por plaquetas como por células
endoteliales [Jasuja, 2012]. Tres miembros de la familia PDI de humano han sido
identificados durante la formacion del trombo: PDIA1, ERp57, y ERp5. Aunque su
participacion aun no es clara, la actividad funcional tiene lugar en el espacio extracelular,
después de la secrecion [Furie, 2014].

La formacion de enlaces disulfuro es uno de los etapas limitantes en el
plegamiento de proteinas en el RE; ademds, es dependiente de O,. Por lo tanto, la
activacion de la respuesta al estrés del RE mediada por hipoxia, durante una isquemia
miocardica, puede regular positivamente genes, como PDIA6, que promueven el
plegamiento en el RE y la formacion de enlaces disulfuro. Este aumento en la capacidad
de plegamiento del RE puede ayudar a la supervivencia de los miocitos y limitar el dafio

isquémico [Vekich, 2012].

1.3.2. PDI/P4HB como blanco farmacolégico

Recientemente, se ha vinculado la quimica del disulfuro y la patogénesis
ocasionada por proteinas mal plegadas; especificamente, la enzima PDI como blanco para
controlar varios sindromes neurodegenerativos, incluida la enfermedad de Alzheimer
[Kosuri, 2012]. Por otro lado, la inhibicion de la actividad de la PDI lleva a la apoptosis a

células cancerosas, sugiriendo que la PDI es un blanco farmacolégico prometedor [Xu,

2012].

1.3.3. Moduladores e inhibidores de la funcion de la PDIA1/P4AHB de humano
A lo largo de varias décadas, se han establecido una serie de ensayos para medir

las actividades enzimaticas de PDI. Por tal motivo, es importante entender las ventajas y
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limitaciones de cada uno cuando son utilizados para identificar moléculas moduladoras o
inhibidoras especificas de cada una de las funciones de la enzima PDIA1/P4HB [Xu,
2014].

1.4. Identificacion de moduladores e inhibidores de PDIA1/P4HB

A la fecha no se han descrito moléculas con el potencial de modular la actividad
de PDI. Sin embargo, la nocioén de irrumpir en la estructura de PDI con el objetivo de
controlar las funciones y, por ende, el mecanismo de plegamiento oxidativo es factible
[Svedruzic, 2013].

Aunque la PDI ha sido estudiada durante las ultimas décadas, no se han
identidicado ni obtenido inhibidores para el uso clinico. Sélo existe un nimero limitado
de inhibidores de la PDI, y la mayoria no son potentes ni selectivos y, ademds, muestran
una significante toxicidad. Sin embargo, el conocimiento mas detallado de la estructura y
funciones de la familia de las PDI llevara al descubrimiento de inhibidores potentes y
selectivos. El reciente descubrimiento de pequefias moléculas sintéticas inhibidoras,
como PACMA 31 y 16F16, han aportado datos importantes para comprender mejor el
papel de la PDI en las enfermedades humanas [Xu, 2014].

Actualmente, no existen estrategias que permitan la identificacion de moduladores
de actividades proteicas (p. €j. enzimaticas); sin embargo, se espera que en un futuro
proximo se desarrollen estrategias experimentales con potencial de descubrir candidatos

terapéuticos para el tratamiento de enfermedades [Xu, 2014].

1.5. Despliegue de péptidos en bacteriéfagos como estrategia para identificar
moduladores o inhibidores de la PDIA1/P4AHB de humano

Los bacteriofagos son virus que infectan bacterias. Se pueden encontrar en
cualquier ambiente donde esté presente su bacteria hospedera. El numero de

., . L. . 4 8 . .
bacteri6fagos en sistemas acuaticos fue establecido en el rango de 10 a 10” viriones por

mililitro, y en tierra o particulas de sedimento +10° viriones por gramo [Drulis-Kawa,
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2012]. El despliegue de péptidos en bacteriéfagos es un poderoso método de seleccion de
ligandos que se ha aplicado tanto in vivo como in vitro. Las bibliotecas de péptidos
desplegados en bacteriéfagos pueden ser tamizadas y seleccionadas mediante rondas
repetidas de enriquecimiento, para identificar a los bacteriéfagos que se unen a la
molécula diana [Bignone, 2013].

Las evidencias experimentales han demostrado que PDI juega un papel importante
en varios padecimientos humanos, como el cancer y algunas infecciones. Por lo tanto, la
busqueda de inhibidores de PDI es de gran interés, siendo el despliegue en fagos una
importante herramienta en la seleccion e identificacion de moléculas con potencial
terapéutico. Por otro lado, los péptidos, que generalmente tienen mayor afinidad hacia
receptores proteicos, han sido motivo de estudio para desarrollar inhibidores de uso

clinico [Ruzza, 2012].
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2. OBJETIVOSY META

2.1. Objetivo General

Obtener secuencias de heptapéptidos capaces de unirse a PDIA1/P4HB, con potencial
de modular sus actividades, a partir del tamizado de una biblioteca de péptidos
desplegados en bacteriéfagos filamentosos (M13KE).

2.2. Objetivos Especificos

1. Seleccionar bacteriofagos que despliegan un heptapéptido de uniéon a HuPDI
mediante tamizados seriados a concentraciones crecientes de un agente
tensoactivo.

2. Seleccionar aleatoriamente UFP individuales para amplificacion independiente,
con el fin de obtener suficiente titulo para secuenciacion de ADN y ensayos de
ELISA.

3. Obtener ADN de cadena sencilla de cada UFP mediante la extraccion y
purificacion del material genético utilizando un estuche comercial.

4. ldentificar los bacteri6fagos con alto potencial de unién a HuPDI mediante un
ensayo de ELISA semi-cuantitativo.

5. Determinar de manera indirecta la Kp de los heptapéptidos desplegados en

bacteriofagos mediante un ensayo de ELISA cuantitativo.

2.3. Meta

Obtener al menos una secuencia heptapeptidica con capacidad de union a HuPDI y

con potencial de inhibir su actividad oxidorreductora o chaperona.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos y bioldgicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioguimicos

Los reactivos grado analitico o biologia molecular fueron adquiridos de diversas

compafiias y proveedores (Tabla I). La proteina disulfuro isomerasa recombinante de

humano (HuPDI) fue obtenida de la reserva de material biolégico del Laboratorio de

Biotecnologia (FCQI, UABC). Brevemente, la secuencia codificante para el péptido
maduro PDIA1/P4AHB (NM_000918) fue amplificada y subclonada en el plasmido
pPQE30 (Qiagen). La proteina HUPDI recombinante fue expresada en E. coli y purificada

a partir de extractos bacterianos siguiendo los protocolos estandar de laboratorio y las

recomendaciones del proveedor.

Tabla I. Lista de reactivos quimicos y bioquimicos utilizados.

Compafiia/Proveedor

Reactivo

BASF
Becton-Dickinson
Fermont
G-Biosciences
GE Health Care
HyClone

IBI scientific
Invitrogen

JT Baker

MP Biomedicals
Sigma

Spectrum
Thermo Scientific

Polietilenglicol 8000

Agar bacteriolégico; Extracto de levadura

Acido clorhidrico

AlbUmina sérica de bovino (BSA)

Anticuerpo anti-M13-HRP acoplado a peroxidasa (HRP)
Amortiguador salino de fosfatos (PBS)

Agarosa; Glicerol; Tris-hidroxietil-aminometano (Tris)
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (Xgal)

Acido sulfarico; Bicarbonato de sodio; Cloruro de sodio; Etanol
Glicina

Ampicilina; Azul de bromofenol; Azul de xilencianol; Bromuro de
etidio; Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG); Reactivo de
Bradford; Tetraciclina; Triptona,; Tween® 20

Gelatina

Amortiguador 1-Step™ Ulfra TMB-ELISA
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3.1.2. Células y medios de cultivo

La cepa ER2738 de Escherichia coli [F’ proA™B™ lacl? A(lacZ)M15 zzf>:Tnl0
(Tet)/fhud2 ginV thi A(lac-proAB) A(hsdMS-mcrB)5 (rkmk'McrBC")] fue obtenida como
componente del estuche comercial Ph.D.™-7 Phage Display Peptide Library Kit (ver
3.1.3).

El medio de cultivo Luria-Bertani (LB: 1% de triptona, 0.5% de extracto de
levadura, y 1% de cloruro de sodio) y sus variantes: LB-Top agar (LB suplementado con
0.7% de agar bacteriol6gico), y LB-IPTG/Xgal agar (LB suplementado con 40 pg/mL de
Xgal, 0.5 mM de IPTG, y 1.7% de agar bacteriologico) fueron utilizados para la

infeccion, amplificacion y titulacién de bacteriofagos.

3.1.3. Biblioteca de heptapéptidos desplegados en la superficie de bacteriéfagos

El estuche comercial Ph.D.™-7 Phage Display Peptide Library Kit (New England
Biolabs) contiene una libreria combinatoria de heptapéptidos aleatorios fusionados a la
proteina menor (plll) del bacteri6fago M13KE, el heptapéptido se expresa en el extremo
N-terminal de plll; esto es, el primer residuo del péptido maduro es el primero de la
posicién aleatoria. EI heptapéptido esta separado del resto de la proteina por una pequefia
secuencia espaciadora (GGGS). La libreria consiste de + 10° secuencias independientes,
de tal manera que un titulo de 1 x 10 UFP/mL garantiza una redundancia de 10

secuencias por cada microlitro.

3.1.4. Estuches comerciales
El estuche comercial QlAprep® Spin M13 Kit (Qiagen) fue utilizado para la
purificacion de ADN de cadena sencilla (ADNCcs).

3.1.5. Equipos y software

Los cultivos liquidos para la amplificacion de bacterias y bacteriofagos se
realizaron en condiciones controladas en la incubadora Incubator Shaker Series 25 (New
Brunswick Scientific Co.). Para la infeccion vy titulacion de fagos en placa se utilizo la
incubadora Boekel model 132000 (Boekel Industries Inc). Para la purificacion de ADNcs
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se utilizd la microcentrifuga MiniSpin® Plus (Eppendorf) y para la precipitacion de
bacteriofagos con temperatura controlada se utilizdé la microcentrifuga Biofuge Fresco
(Heraeus) y Allegra™ X-22R Centrifuge (Beckman Coulter). Para la lectura de
microplacas de 96 pocillos se utilizo el Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad). Los
resultados fueron analizados usando el paquete computacional GraphPad Prism® v4.03

(GraphPad Software Inc).

3.2. Protocolos generales

3.2.1. Cuantificacién de proteinas por el método Bradford

Inicialmente, se prepard una solucién 50 pg/mL de BSA (New England BioLabs).
Posteriormente, en una microplaca de 96 pocillos, se prepararon mezclas patron (50 pL)
conteniendo 0, 10, 20, 30, 40, y 50 pug/mL de BSA (curva patron), y la dilucion de la
proteina de interés 1:50 (50 uL) por duplicado. Enseguida, a cada pocillo, se adicionaron
100 pL del reactivo de Bradford y se mezcld por pipeteo. Después de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, los valores de absorbancia a 595 y 450 nm (Asgs Y
Ays0) fueron obtenidos. La concentracion de la proteina de interés fue obtenida a partir de
la curva patron, Asgs/Asso VS concentracion de BSA, extrapolando los valores de

absorbancia obtenida.

3.2.2. Preparacion de cultivo joven de la cepa ER2738 de E. coli

El cultivo joven fue preparado a partir de una suspension de la cepa ER2738 de E.
coli, criopreservada a -20 °C en presencia de glicerol al 15%, mediante la inoculacion de
2 mL de medio LB/Tc (LB suplementado con tetraciclina a 12.5 pg/mL) con 20 uL de la
suspension bacteriana. El cultivo fue incubado durante la noche (12-14 horas) a 37 °C

con agitacion constante (300 rpm).

3.2.3. Infeccion y titulacion de bacteridfagos
Inicialmente, un cultivo fresco de la cepa ER2738 de E. coli, fue preparado a
partir de un cultivo joven realizando una dilucién 1:100 en medio LB liquido. El cultivo
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fue incubado durante 2 horas (DOgoo = 0.4) a 37 °C con agitacion constante (300 rpm).
Paralelamente, el medio LB-Top agar fue fundido (en horno de microondas) y transferido
(2 mL) a tubos estériles, uno para cada infeccién, manteniéndose atemperado en bafio
maria (55-60 °C).

Para la infeccion, en microtubos de 1.5 mL, se prepararon mezclas con 250 pL del
cultivo fresco de la cepa ER2738 y 10 6 100 pL de la suspension de bacteriéfagos. La
mezcla fue agitada brevemente (3-5 segundos) e incubada a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Inmediatamente, la mezcla fue transferida a los tubos con medio LB-
Top agar, agitada rapidamente (3-5 segundos), y vertida sobre la superficie de cajas petri
con medio LB-IPTG/Xgal agar. Se espera de 5-10 minutos a fin de que el LB-Top agar
solidifique , y el cultivo infectado se incub6 durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se
contaron las unidades formadoras de placas azules. El bacteri6fago M13KE contiene una
insercion de la unidad transcripcional Plac-lacZ, lo que permite la identificacion (azules
y blancas) de las UFP recombinantes.

Para la titulacion, se prepararon diluciones seriadas base 100 (10 y 990) hasta 10°
19 en medio LB liquido, de cada suspensién de bacteriéfagos. Para valorar el titulo, se
tomaron 100 pL de la dilucién 102, 10, 10°, 10®, 6 10 para conocer los titulos 10°,
10°, 107, 10° o 10; también, se tomaron 10 pL de la dilucién 102, 10, 10°, 108, 0 10°
19 nara conocer los titulos 10%, 10° 10% 10%, o 10™. Los volimenes utilizados para
realizar las infecciones dependieron del titulo esperado.

3.2.4. Purificacion de ADNcs

Para obtener la secuencia de ADN codificante del heptapéptido desplegado por
los bacteriofagos seleccionados, los ADNcs se purificaron mediante un estuche
comercial, siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor. A partir de las
suspensiones de UFP seleccionadas y amplificadas, se transfirieron 0.5 mL a microtubos
de 1.5 mL y se mezclaron con 5 puL de amortiguador MP. Después de 2 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, la mezcla fue transferida a una columna QIAprep
Spin que fue centrifugada durante 15 segundos a 8,000 rpm. Posteriormente, se
adicionaron 0.7 mL de amortiguador MBL y se centrifugd durante 15 segundos a 8,000
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rpm. Enseguida, se adicionaron otros 0.7 mL de amortiguador MBL, incubada durante 1
minuto a temperatura ambiente, y centrifugada durante 15 segundos a 8,000 rpm.
Inmediatamente, se adicionaron 0.7 mL de amortiguador PE, y de nuevo se centrifugo
durante 15 segundos a 8,000 rpm. Para remover por completo el amortiguador, se realiz6
una centrifugacion adicional (15 segundos a 8,000 rpm). EI ADNcs fue eluido con 50 pL
de amortiguador EB. Después de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente, el
ADNCcs fue recuperado mediante centrifugacion a 8,000 rpm durante 30 segundos. La
calidad fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.2.5. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa (1%) con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) en
amortiguador TAE 1X de acuerdo a los procedimientos estdndar del laboratorio. La
muestra de ADNcs fue mezclada con 5 pL de agua desionizada y 1 puL de amortiguador
de carga 10X. La totalidad de la mezcla y 10 pL de marcador de peso molecular (A-
HindlIl) fueron cargados en pocillos independientes del gel de agarosa. Los fragmentos
de ADN fueron separados por accion de un campo eléctrico (100 V) aplicado durante 20-

30 minutos.

3.3. Tamizado de la biblioteca Ph.D.T™™-7

3.3.1. Reconocimiento inicial mediante biopanning

En una microplaca, se recubrieron 8 pocillos con 200 pL de una solucién con 25
pg/mL de HUPDI en NaHCO3 0.1 M (pH 8.5). La sensibilizacion fue favorecida durante
la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la solucion de HUPDI se descartd y los
pocillos se bloguearon con 250 pL de solucion de BSA al 1% (en PBS). Después de 2
horas a temperatura ambiente, se descarto la solucion de BSA y los pocillos se lavaron (6
veces) con TBST 0.1% (TBS: 150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0;
suplementado con 0.1% de Tween® 20). Posteriormente, 125 pL de suspensién de
bacteriéfagos de la biblioteca Ph.D.™-7, con un titulo de 2.7 x 10'° UFP/mL (dilucién

1:1000 en 1 mL de TBST 0.1%) se afiadio a cada uno de los pocillos. Se permitio el
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reconocimiento durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion moderada. Despues,
los bacteriéfagos no pegados se removieron mediante mediante lavados (10 veces) con
TBST 0.1%. Los bacteriéfagos que reconocen a HUPDI se eluyeron (separaron) de los
pocillos con la adicion de 125 pL de solucion acida de glicina (BSA 1 mg/mL, 20 mM de
Glicina-HCI, pH 2.5) a cada pocillo. Después 10 minutos de incubacion y con agitacion
leve a temperatura ambiente , el volumen de cada pocillo se recolectd en un microtubo de
1.5 mL, y se neutraliz6 rdpidamente con 0.25 mL de una solucion 1 M de Tris-HCI (pH
8). De cada elucion se tomd una alicuota de 10 pL, la cual se diluy6 con 990 pL de LB
(dilucién 102), y de cada una de estas diluciones, se utilizaron 100 pL para realizar la
titulacion (ver 3.2.3.); el resto, se amplificd y se concentrd (ver 3.3.2.), para continuar con

las rondas de seleccion mediante biopanning (ver 3.3.3.).

3.3.2. Amplificacion y concentracién

Inicialmente, se prepararon 20 mL de un cultivo fresco con la cepa ER2738 de E.
coli, a partir de un cultivo joven, partiendo de una dilucién 1:100 en medio LB liquido. El
cultivo se incub6 a 37 °C con agitacion constante (300 rpm). Una vez que se alcanz6 una
DOgyo = 0.2, el cultivo se inocul6 con el volumen restante (x 1.24 mL) de los
bacteriofagos eluidos en el biopanning. Se realizé la amplificacion viral incubando a 37
°C durante 4.5 horas con agitacion constante (300 rpm). Posteriormente, el cultivo
infectado se transfirié a un tubo conico estéril de 50 mL y la suspensién de bacteriéfagos
se clarific6 mediante centrifugacion a 9,500 rpm durante 15 minutos (4°C). A
continuacion el sobrenadante (sobrenadante, + 20 mL) de la centrifugacién anterior, se
transfri6 a un tubo conico nuevo, y se clarificoO por segunda ocasion mediante
centrifugacion (9,500 rpm durante 15 minutos, a 4°C). Enseguida, 15 mL del
sobrenadante se transfirieron a un tubo cénico estéril de 15 mL y se mezclaron con 3 mL
de solucion de precipitacion de bacteridfagos (polietilenglicol 8000 al 20%, NaCl 2.5 M).
La precipitacion se completo durante toda la noche a 4°C (Refrigeracion).

Al dia siguiente, los bacteriofagos precipitados se recolectaron mediante
centrifugacion a 9,500 rpm durante 15 minutos (4 °C). El sobrenadante se descarto, y la
pastilla se recentrifugdé durante 1 minuto a 9,500 rpm (4 °C). Se removi0 el exceso de
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sobrenadante, y la pastilla se resuspendié en 1 mL de TBS y se transfirié a un microtubo
de 1.5 mL. Enseguida, esta suspension de bacteriofagos se centrifugé a 13,000 rpm
durante 5 minutos (4 °C). El sobrenadante (x 1 mL), se transfirid a otro microtubo de 1.5
mL y se mezclé con 200 pL de solucion de precipitacion de bacteriéfagos. La
precipitacion se favoreci6 mediante la incubacion en hielo durante 1 hora.
Posteriormente, los bacteriéfagos precipitados se separaron mediante centrifugacion a
13,000 rpm durante 10 minutos (4 °C). Se descartd el sobrenadante y la pastilla se
recentrifugd durante 1 minuto a 13,000 rpm (4 °C). Por ultimo, se removio el exceso de

sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 200 uL de TBS.

3.3.3. Rondas de seleccion mediante biopanning

Después del reconocimiento inicial (lra ronda), los bacteriéfagos que
reconocieron a HuPDI se sometieron a una serie de rondas de seleccion mediante
biopanning. Se realizaron 5 rondas (denominadas 2da, 3ra, 4ta, 5ta y 6ta) siguiendo los
protocolos anteriores, teniendo como Gnica modificacion la concentracién de Tween® 20
en la solucién de TBST (Tabla I1).

3.4. Aislamiento, seleccion, y amplificacion de UFP independientes

Inicialmente, se prepararon 25 mL de un cultivo fresco con la cepa ER2738 de E.
coli, a partir de un cultivo joven, partiendo de una dilucién 1:100 en medio LB liquido.
Posteriormente, 1 mL de la suspensién bacteriana se transfirié a 20 tubos de cultivo
estériles. Cada tubo fue rotulado de acuerdo a su numero correspondiente (el de cada
ronda de seleccion, Tabla I1).

Posteriormente, se seleccionaron aleatoriamente 20 UFP (independientes y azules)
a partir de una caja petri (LB-IPTG/Xgal agar) obtenida durante la titulacién de
bacteriofagos concentrados de cada ronda (3ra — 6ta). Cada UFP se inoculé en 1 mL de
cultivo fresco y la amplificacion viral se realizo incubando a 37 °C durante 4.5 horas con
agitacion constante (300 rpm). A continuacion, el cultivo infectado se transfirid a un

microtubo de 1.5 mL, y esta suspension de bacteri6fagos mediante centrifugacion a
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Tabla Il. Caracteristicas de las rondas de biopanning y
seleccion de UFP que se unen a HuPDI.

Ronda Fuente Tween™ 20 (%) UFP seleccionadas
lra Ph.D.™-7 0.1
2da 1ra 0.3 -
3ra 2da 0.5 HuPDIO1 - HuPDI20
4ta 3ra 0.5 HuPDI21 - HuPDI40
5ta 3ra 0.6 HuPDI41 - HuPDI60
6ta 3ra 0.7 HuPDI61 - HuPDI8O

13,000 rpm durante 5 minutos (4 °C). El sobrenadante (+x 1 mL) fue transferido a otro
microtubo de 1.5 mL, y de nuevo la suspension de bacteridéfagos se clarificO mediante
centrifugacion a 13,000 rpm durante 1 minuto (4 °C). Ochocientos microlitros (800 uL)
del sobrenadante se tranfirieron a otro microtubo de 1.5 mL y se conservd en
refrigeracion hasta la extraccion de ADNcs o hasta su valoracion de su especificidad

mediante inmunoensayos enzimaticos (ELISA).

3.5. Secuenciacion de ADN y ensayos de ELISA

3.5.1. Secuenciacion de ADN

Se purifico el ADNcs de 80 UFP independientes, usando un estuche comercial, y
siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor (ver 3.2.4.). La integridad del
material genético viral se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa (ver 3.2.5.).
La secuencia nucleotidica se obtuvo usando el oligonucle6tido gll1-96 (5- ccc tca tag tta
gcg taa cg -3") como iniciador y el servicio de secuenciacion automatica ofrecido por el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM (www.ibt.unam.mx).

3.5.2. Inmunoensayo enzimético (ELISA) semi-cuantitativo indirecto

En una microplaca para ELISA, se recubrieron los pocillos correspondientes a las
filas A, C, E, y F con 100 pL de una solucion con 50 pg/mL de HuPDI en NaHCO;3; 0.1

M (pH 8.5). La sensibilizacion de la placa se realizé durante toda la noche a temperatura
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ambiente. Al dia siguiente, se descartd la solucién de HuPDI y todos los pocillos se
bloquearon con 250 pL de solucion de BSA al 1% (en PBS). Después de 2 horas a
temperatura ambiente, se descart6 la solucién de BSA y los pocillos se lavaron (6 veces)
con TBST 0.3%. Posteriormente, se afiadié 100 pL de cada suspensién de bacteridéfagos
independientes (titulo mayor a 10 UFP/mL) a seis pocillos: 3 sensibilizados con
HuPDI-BSA y 3 con BSA. El reconocimiento primario procedié durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion moderada. Después, los bacteriéfagos en exceso se
removieron mediante lavados (6 veces) con TBST 0.3%. Inmediatamente, la interaccion
HuPDI-(heptapéptido) M13KE se detectd6 mediante la adicion de 100 pL de una dilucion
1:5000 del anticuerpo anti-M13-HRP en solucion de BSA al 1% (en PBS). El
reconocimiento secundario se realiz6 durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion moderada. Enseguida, la solucion de anticuerpo fue descartada y los pocillos se
lavaron (6 veces) con TBST 0.3%. Finalmente, los complejos inmunes se revelaron con la
adicion de 100 pL de solucion 1-Step™ Ultra TMB. Después de 15 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo con 100 pL de una solucion de
H,SO,4 2M. Se midid la Asso en un lector de microplacas de ELISA.

3.5.3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA) cuantitativo indirecto

En dos microplacas para ELISA (N1 y N2), se recubrieron los pocillos de las
columnas 1 — 10 con 100 uL de una solucion de 50 pg/mL de HuPDI en NaHCO3; 0.1 M
(pH 8.5). La sensibilizacion, se llevd a cabo durante toda la noche noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente, se descartd la solucion de HuPDI y todos los pocillosse
bloguearon con 250 pL de una solucion de BSA al 1% (en PBS); adicionalmente, se
bloqued una tercer microplaca (N3). Después de 2 horas a temperatura ambiente, se
descartd la solucion de BSA y los pocillos se lavaron (6 veces) con TBST 0.3%. Previo al
reconocimiento de HuPDI, se realizaron las diluciones de las suspensiones de
bacteriofagos de interés (HuPDI04, HuPDI51, HuPDI73, HuPDI44, M13KE, HUPDI59, y
HuPDI24) en la microplaca N3: afiadio 150 pL de TBST 0.3% a los pocillos de las
columnas 1-10; posteriormente, 75 pL de cada suspension de bacteriéfagos se mezclaron
con la solucion de los pocillos Al, B1, C1, D1, E1, F1, y G1, respectivamente; después, a
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partir de esta primera columna de pocillos se realizaron diluciones seriadas 1:3 hasta la
columna 10. Enseguida, 70 pL de cada dilucion, fue transferida a un par de filas
(duplicado) de una de las microplacas N1 o N2 (identificadas correctamente). El
reconocimiento primario se realizé durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
moderada. A partir de este punto, el protocolo se realizé de manera similar al ensayo de

ELISA semi-cuantitativo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Seleccion de bacteridéfagos que despliegan un heptapéptido que se une a
HuPDI

El despliegue en superficie de bacteriéfagos es una técnica que permite la
seleccion de una molécula (ligando), capaz de reconocer a otra (receptor), a partir de una
biblioteca de variantes de péptidos o proteinas expresada en la superficie de bacteriéfagos
filamentosos. Interesantemente, el material genético que codifica para la variante se
encuentra en el interior de la particula viral, creando un vinculo entre la secuencia
polipeptidica desplegada y la secuencia nucleotidica que la codifica. Esta estrategia
permite una rapida seleccion de péptidos o proteinas basada en la afinidad de unién a una
molécula blanco especifica (enzimas, anticuerpos, receptores de superficie, etc.).

Los bacteriofagos que despliegan un heptapéptido con capacidad de unirse a la
proteina HuPDI se obtuvieron a partir de 6 rondas de seleccion (biopanning),
aumentando en cada ronda, la astringencia del reconocimiento mediante el incremento de
la concentracion del tensoactivo Tween®™ 20. Describimos brevemente como se realizo el
biopanning: 8 pocillos de una microplaca se recubrieron con 5 pug de HuPDI. Se redujo el
pegado inespecifico, mediante bloqueo con BSA (como proteina inerte). Enseguida, se
realizé el reconocimiento de bacteriéfagos (mayor a 1x10'"" UFP/mL) a diferentes
concentraciones de Tween® 20 (0 — 0.7%). Finalmente, aquellos bacteriéfagos que se
unieron especificamente a HuPDI se separaron por accion de un medio ambiente acido
(pH 2.5).

A partir de la tercera (3ra) ronda, se seleccionaron aleatoriamente 20 UFP con el
fin de identificar posibles secuencias de union especifica a HuPDI (Tabla III). Cada UFP
seleccionada fue amplificada con el proposito de obtener suficientes particulas virales
(mayor a 10" UFP/mL) para purificar ADNcs y poder realizar los ensayos de

reconocimiento indirecto mediante ELISA.
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Tabla lll. Rondas de aislamiento y seleccién de bacteri6fagos que
despliegan heptapéptidos que reconocen a HuPDI.

Titulo (UFP/mL)

Ronda Origen Tween® 20 (%) inicial final UFP seleccionadas
lra Ph.D.™-7 0.1 2.7x10®  3.0x10* -
2da ira 0.3 1.6x10°  2.7x10° -
3ra 2da 0.5 3.2x10%  2.9x10° HuPDIO1 a HUPDI20
4ta 3ra 0.5 ND ND HuPDI21 a HUPDI40
Sta 3ra 0.6 5.5x10%  2.8x10° HuPDI41 a HUPDI60
6ta 3ra 0.7 3.8x10%¥  3.2x10° HuPDI61 a HUPDI80

ND: no determinado

4.2. Secuencia de los heptapéptidos que se unen a HuPDI

Se purificd el ADNcs de las 80 UFP seleccionadas siguiendo el protocolo y las
recomendaciones del estuche comercial QIlAprep Spin M13. Una vez purificado y
verificada su integridad, se envio el ADNcs al servicio de secuenciacion automatica del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. De las 80
UFP seleccionadas s6lo 32 (40%) generaron una secuencia nucleotidica y polipeptidica
deducida, con potencial de reconocimiento para la proteina HuPDI (Tabla IV). Las
secuencias obtenidas se clasificaron en 7 grupos (A — G), donde los grupos D, F, y E son
los de mayor representacion. Cabe destacar que el subgrupo D1 exhibe una secuencia
adicional de 18 residuos de aminoacidos (identificada en color gris y entre paréntesis,
Tabla IV), para la cual se predice su remocion, ya que aparentemente forma parte del
péptido senal, que se requiere para la translocacion del polipéptido naciente hacia el

periplasma bacteriano.

4.3. Andlisis preliminar de los heptapéptidos con potencial de union a HuPDI

El potencial de union de las UFP seleccionadas se valord inicialmente mediante

un ensayo de ELISA semi-cuantitativo indirecto. Al igual que en las rondas de tamizado,
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los pocillos de la microplaca fueron recubiertos con 5 ug de HuPDI y bloqueados con
BSA. El reconocimiento de HuPDI por cada una de las UFP seleccionadas fue realizado
por triplicado.

Paralelamente, un triplicado para reconocimiento de BSA4 fue realizado para cada
UFP. El reconocimiento secundario fue realizado usando un anticuerpo anti-M13
acoplado a HRP. De las 32 UFP seleccionadas (Tabla IV), solo aquellas denotadas como
HuPDIO1, HuPDIO4, HuPDIOS, HuPDI32, HuPDI41, HuPDI44, HuPDI51, HuPDI52,
HuPDI57, HuPDI73, y HuPDI77 mostraron reconocimiento significativo (Figura 9).
Interesantemente, todos los bacteridofagos que despliegan los heptapéptidos del grupo D

fueron identificados, mostrando su potencial de union a HuPDI.

Tabla IV. Secuencias polipeptidicas deducidas de las UFP seleccionadas.

Secuencia del heptapéptido UFP seleccionada Grupo
NH,-STASYTR 12, 40 A
NH,-DGTIGLR 18, 61
NH,-SAPSSKN 24, 26 C
NH,- (GLPQHFGWRFGLPFYSHS) HHPITYV 1, 4, 8, 32, 41, 52, 57, 77 D1
NH,-HHPIRYV 44 D2
NH,-HAIYPRH 11, 13, 15, 33, 73, 75 E
NH,-GETRAPL 27, 30, 51, 58, 59, 60, 70 Fl
NH,-SQTKVPL 48 F2
NH,-TTYSRFP 21, 35 G

La secuencia adicional presente en el subgrupo D1 se denota entre paréntesis.

Por otro lado, HuPDI51 (grupo F) y HuPDI73 (grupo E) fueron las tnicas en sus
respectivos grupos que mostraron potencial de union a HuPDI, lo que sugiere que la
conformacion estructural del péptido desplegado también juega un papel importante en el

reconocimiento molecular.
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Figura 9. Andlisis preliminar de los heptapéptidos con potencial de uniéon a HuPDI.

El eje X indica el numero de la UFP seleccionada (HUPDIXX), en tanto el eje Y muestra el valor de Aaso
obtenido en el ensayo de ELISA semi-cuantitativo indirecto. La UFP HuPDI14 (NH>-ATANVRI) y el
bacteri6fago M13KE fueron utilizados como controles negativos. Las barras representan el promedio y el

error estandar de tres determinaciones. Fueron considerados significativos los valores de reconocimiento a
HuPDI (rojo) superior a una unidad de Asso (linea punteada).

4.4. Andlisis cuantitativo de los heptapéptidos con potencial de union a HuPDI

En consideracion a los resultados obtenidos en el analisis semi-cuantitativo, se
seleccionaron 4 UFP para valorar cuantitativamente el reconocimiento a HuPDI:
HuPDI04 y HuPDI44 del grupo D, HuPDI51 del grupo F, y HuPDI73 del grupo E (Tabla
IV). Ademas, M13KE, HuPDI59 y HuPDI24 fueron utilizados como controles negativos.
Inicialmente, el titulo de bacteriofagos fue amplificado hasta obtener valores mayores a
10" UFP/mL. Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas 1:3 de cada amplificado.
Finalmente, el reconocimiento a HuPDI fue realizado por duplicado, siguiendo el

protocolo descrito anteriormente (ELISA semi-cuantitativo indirecto).
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Interesantemente, el reconocimiento de HuPDI04, HuPDI51, y HuPDI73 mantuvo
un comportamiento ascendente prometedor, con tendencia sigmoidea (Figura 10). Sin
embargo, el comportamiento de HuPDI44 fue ligeramente positivo, con proyeccion
limitada. A pesar de esto, es posible considerarla como prometedora, ya que se ha
observado que algunas UFP con alta capacidad de reconocimiento presentan una limitada
capacidad de amplificacion, como es el caso para esta UFP [Bignone, 2013].

Desafortunadamente, no fue posible alcanzar el valor maximo de absorbancia
(4450 maxima) en ninguna de las tendencias, por lo que no fue posible estimar la
constante de disociacion (Kp) para modelos dosis-respuesta convencionales. Por tal
motivo, otros parametros fueron aplicados para demostrar el potencial de reconocimiento
de los bacteri6fagos hacia la HuPDI.

Los datos obtenidos se graficaron considerando la A4s9 en funcién del log7 (donde

T es el titulo en UFP/mL); enseguida, se aplico un modelo de ajuste de regresion lineal

2.5
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. m 5]
) m 73
4 . 44
1.5: o MiI3
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= ) o 24
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0.54
e e AT — 161" e 1612
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Figura 10. Representacion grafica de la unién de los bacteriéfagos a HuPDI (representada
por Asso) con respecto a su titulo (UFP/mL).

La linea punteada representa el valor basal, todos aquellos por debajo de ese fueron considerados no
significativos.
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segmentada y se obtuvieron dos parametros, los cuales resultaron utiles para calcular la

Razon de Reconocimiento: el umbral de reconocimiento (U), que representa el titulo de

bacteri6fagos necesario para obtener un valor de As4sp mayor que cero; y la razéon m

(pendiente), que representa la relacion de cambio de la 4450 por cada unidad log del titulo

de bacteriofagos (logT7).

HuPDI73 y HuPDIO4 exhibieron los valores de Razon de Reconocimiento mas

altos, seguidos de HuPDI51 (Tabla V, Figura 11). Sin embargo, HuPDI44 levemente

super6 el valor basal. Los resultados obtenidos pueden ser interpretados de la siguiente

manera: el valor de Razon de Reconocimiento es mayor cuando una molécula (ligando)

exhibe una baja Kp; tal como se puede inferir para HuPDI73, HuPDI04, y HuPDIS51.

Tabla V. Parametros del reconocimiento de las UFP seleccionadas
contra HuPDI.

. Umbral de B Razén de
UFP seleccionada . Razén m .
Reconocimiento (U) Reconocimiento

Nombre T (UFP/mL) log U U (UFP/mL)  AAasso/logT m/logU
HuPDIO4  3.09x10™ 9.998 9.96x10° 1.436 0.144
HuPDI51  4.30x10" 10.490  3.09x10" 1.040 0.099
HuPDI73  4.90x10" 9.988 9.96x10° 1.878 0.188
HuPDI44  1.10x10" 9.357 2.28x10° 0.246 0.026
M13KE 3.10x10" 10.330  2.14x10" 0.200 0.019
HUPDI59  4.20x10" 9.537 3.44x10° 0.055 0.006
HuPDI24  2.20x10" 9.739 5.48x10° 0.057 0.006

4.5. HUPDI73, HuPDI04, HuPDI51, y HuPDI44 despliegan heptapéptidos con

potencial de unién a HuPDI

Las secuencias heptapeptidicas desplegadas por HuPDI73, HuPDI04, HuPDIS1, y

HuPDI44 comparten varios residuos de aminodcidos con propiedades polares y que

pueden presentar carga eléctrica positiva (Tabla VI); p. /. histidina y arginina.

45



0.20+

o

+—

i

.2

g 0.15+

‘o

=)

c

S

3 0.104

[

(3}

o)

= -

_§ 0.05

[ L - - -d . eecacecsccesscas
0.0C ) L L) L) ] L]

04 51 73 44 M13 59

Figura 11. Andlisis de la Razén de Reconocimiento de los bacteriéfagos que
despliegan heptapéptidos de unién a HuPDI.

M13KE representa el blanco (no expresa heptapéptidos) y traza la linea basal, y 59y 24

son controles negativos.

Finalmente, cabe enfatizar que HuPDI44 mostr6 una baja Razon de

Reconocimiento, 1o cual puede ser el reflejo de su baja eficiencia de amplificacion.

Interesantemente, ésta comparte una alta identidad con HuPDIO4 (solo difieren en un

aminoacido), lo que probablemente restrinja su capacidad de replicacion.

Tabla VI. Secuencias con potencial de uniéon a HuPDI.

UFP Secuencia
HuPDI04 NH,-HHPITYV
HuPDI44 NH,-HHPIRYV
HuPDI51 NH,-GETRAPL
HuPDI73 NH,-HAIYPRH
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5. CONCLUSIONES

Los bacteriofagos M13KE que despliegan en su superficie a los heptapéptidos
NH,-HHPITYV (clona 4), NH,-GETRAPL (clona 51), y NH,-HAIYPRH (clona 73)
muestran un alto grado de reconocimiento a la proteina HuPDI; de igual manera, aunque
en menor medida, aquel que despliega a NH,-HHPIRYV (clona 44). HuPDIO4 y
HuPDI44 despliegan heptapéptidos con alta identidad (HHPIXY'V; 6/7; 86%), indicativo
del potencial de union de estos residuos a una region (probablemente compartida) de la
proteina HuPDI. Aun cuando falta confirmar el potencial inhibidor o modulador de las
funciones de la HuPDI, los cuatro heptapéptidos identificados ofrecen una oportunidad
para el disefio de farmacos basado en “péptido-mimética” o en “estructura molecular”. El
aislamiento y seleccion de péptidos de unién a moléculas blanco de interés biomédico,
mediante el tamizado de bibliotecas desplegadas en superficie de bacteriéfagos,
representa una estrategia metodoldgica viable para identificar moléculas con potencial
terapéutico contra enfermedades en humanos. La inhibicion de proteinas de la respuesta a
estrés del reticulo endopldsmico, como PDI o BiP, es de gran relevancia médica, ya que
durante procesos proliferativos (p. ej. céancer), éstas aumentan de concentracion en
respuesta a la constante demanda de produccion de proteinas correctamente plegadas

(mecanismo para evadir la apoptosis).

Perspectivas

El presente proyecto representa la etapa inicial para identificar secuencias
peptidicas con potencial terapéutico dirigidas contra las funciones de la enzima proteina
disulfuro isomerasa de humano (HuPDI). La siguiente etapa consiste en utilizar los
péptidos identificados como inhibidores o moduladores de la funcidon chaperona o las
actividades cataliticas de la enzima HuPDI. Con estos estudios se obtendran parametros
importantes para el disefio racional de fArmacos, como son las constantes de disociacion

(Kp), de inhibicién (K;) y la concentracion media inhibidora (/Csy).
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