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Resumen

En Entamoebahistolyticg el protozoario parésito intestinal causante de amibiasis en
humanos, algunas proteinas involucradas en la adhesion y la destruccion de tejstasntala
lectina de union a galactosa y-adetitgalactosamina o las proteinas formadoras de poro,
contienen enlaces disulfuro gsenimportantes para su actividad ldigica; lo anterior significa
que, para estos factores de virulencia, la conformacion de su estructura terciaria depende (en
buena medida) de una correcta oxidacion de sus residuos de ciStegjna (

En células eucariotas, una de las caracteristicascesties de la mayoria de las
proteinas secretadas es la presencia de enlaces disuifuaozima proteina disulfuro isomerasa
(PDI, EC 5.3.4.1.) es el principal catalizador biolégico de la formacionayreglo de enlaces
disulfuro en el reticulo endagdmico (RE) y su actividad oxidorreductora depende de un par de
cisteinas presentes en el motivo CXXC de sus sitios activos (dondiRioga PDI es una
tiol/disulfuro oxidorreductasaque cataliza las reacciones de oxidacion, reduccion e
isomerizacion derdaces disulfuro

El conoémiento acerca del mecanismo de formaciéreyarreglode enlaces disulfuro en
proteinas amibianass limitado.Mediante un ensayo genétiuncional, se mostré la primera
evidencia experimental demaenzimaPDI amibiana EhPDI) con actividad disulfur@xidasain
vivo. Ademas, recientemente se demostré que la enghR®I exhibe las actividades disulfuro
reductasa y oxidasa vitro.

El presentdrabajo extiende el conocimiensoerca de las funcionas vivo de la enzima
EhPDI. Utilizando como modelo de célula eucariotk éevaduraSaccharomyces cerevisjae
realizaron experimentos para evaluar la actividad oxidorreductasa de la &hBDben una
mutante ¢qp P D.| Bistudios genéticos y funcionalegrevios de la enzimaPDI1, principal
tiol/disulfuro oxidorreductasa d8.cerevisiagdemostraron ques esencial para fpervivencia
celularde la levadura

Los resultados deknsayo de compl ementaci - -n f3incione
cerevisiaedemostaronque la enzim&hPDI es capaz deestablecela funcion oxidorreductasa
y rescatar el fenotipo letal detau t a n t e Adgnab, Imédiante mutaciones de sustitucion
sitio-dirigidas, se observque (i) la actividad deEhPDI depende de la presencia de los residuos
de Cyspresntes en los sitios activos de sus domifigsy (ii) la participacion individuatle los
dominioTxno es equivalente

11



1. INTRODUCCION

1.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica

La amibiasisse definecomo la infeccidn por el protozoario parasittestinalEntamoeba
histolytica Habitualmente, E. histolytica reside en el intestino grueso; sin embargo,
ocasionalmente penetra la mucosa intestinal para diseminarse hacia otros @rgahimmado).

Los factores y mecanismos que desencadenan la invasioiintesiaal ainsonpococlaros.

La amibiasis es responsablele aproxmadamentel00000 defunciones anualmente,
colocandse en segundo lugar, después de malaria, en la tasa de mortalidad ocasionada por
protozoariogarasitos $4]. Actualmente, existen datos bioquimicos, inmunolégicos y genéticos
gue indican la existencia de dos especiesEdeamoebamorfolégicamente indistinguibles:
histolytica y dispar, las cuales anteriormente eran descritas como patdgena y no patdgen
respectivamentesp).

Algunas proteinas amibianas han sido asociadas con la virulencia del parasito: la lectina
de union alos azlcares galactosaNracetikgalactosamingque participa en la adherencia a
células epiteliales), amibaporos (péptidos que forman canales en las membranas celulares), y
cisteina proteinasas (enzimas que degradan tejidos). Estos factores de virulencia, asi como otros
antigenos unicos presentes en la superficie del parasito, sonecads&l como blancos
potenciales para el desarrollo de vacunasamnibianas§2, 29).

A diferencia deotrosprotozoariogarasitogtales comaolrypanosomap Plasmodum), E.

histolytica tiene un ciclo de vida muy simple, existiendo como quiste (forma infectiva) o

12



trofozoito (forma invasiva) 5. Los humanos, y quizas algunos primates, son los Unicos
hospederos naturaldel parasitq54).

1.1.1. Ciclo biologico

E. histolytica es un parasito cosmopolita de distribucion mundial. Sin embargo, su

incidencia aumenta en climas templados y en lugares donde las condiciones de salud e higiene

°
S A A
Ingesta de
Gluiste Maduro

A: Irfedtante g%' /A
et to 2
ﬁ= Diagnostico R i
Presencia A
aColonizacidn MO Inwasive =N Heces

=Enfermedad ntestinal |
= Erfer medad Edrairtestinal

.5 ) et BT D i ECIG T

Al Huesped
e ) : i
Ex Guistacidén  Trofozoitos ' e,
© A ) Al
Quﬂﬁﬂ

Figura 1. Ciclo biolégico d&ntamoeba histolytica
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son precarias32). El ciclo de vida incluye cuatro estadios consecutivos: trofozgitesjuistes
quistes y formametaquisticagFigura 1) B4].

Por su imporncia para la patologlaumanala investigacion se ha centrado en el quiste
y el trofozoito, excluyendo el conocimiento de los otros estadios. Los trofozoitos proliferan y
colonizan en el intestino grueso; sin embargo, en condicoeEsconocidas, se @ae originar
la forma de resistencia (quiste), el cual se puede observar en lasdvadesde los individuos
infectados 32.

El ciclo biolégico de E. histolytica se esquematiza claramente en la Figura 1.
Brevemente, la infeccién [1] ocurre mediante la ingestion de quistes maduros [2] en alimentos,
bebidas o0 manos contaminadas. El desenquistamiento [3] ocurre en el intestino delgado, donde
los trofozoitos [4] son liberados, y migran hacia el intestino grukes. trofozoitos se
multiplican por fision binaria y producen quistes [5], los cuales son excretados en las heces [1].
Gracias a la proteccién conferida pma paredquitinosa los quistes pueden sobrevivir por dias
0 semanas en el ambiente externo; sigraos los responsables de la transmision.

Por razonegoco conocidas, existen individuos que portan trofozoitos en el lumen del
intestino delgado [A] que no exhiben el cuadro clinico de la amibiasis intestinal (infeccion no
invasiva), convirtiendose en gadores asintomaticos. Sin embargo, en otros portadores del
parasito, los trofozoitos invaden la mucosa intestinal [B], ocasionando un cuadro clinico
caracteristico de la infeccion intestinplg.disenteria amibiana); adicionalmente, y dependiendo
de lavirulencia del parasito, los trofozoitos pueden ser transportados a través del torrente
sanguineo hacia otros tejidop.€. higado, pulmonesy cerebry [C], ocasionando cuadros

clinicos caracteristicos de la infeccion exirestinal p.e.absceso hep&t amibiano) 9.
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1.1.2. Morfologia celular y organizacién estructural
Trofozoitos Células pleomorficas mono
nucleadas, muy dinamicas, cuya forma y motilidad
dependen en gran medida de la temperatura, pH

osmolaridady potencial oxidareductor (Figura 2). Los

trofozoitos en movimiento tienen forma alargada con J-

Figura 2. Trofozoito de

uno o varios pseuddépodos frontales y una oaa , :
E. histolytica.

uroidd, con movimientos citoplasméticos vy

desplazamiento continu@§]. El didmetro de la célula es variable {80 um), debido tanto al
pleomorfismo del parésito como a las condiciones de nutrimentales. La intensa actividad
endocitica del parasito puede manifestarse mediante la presencia de numerosas vesiculas
pinociticas o fagociticas3p).

La actividad movil y el pleomorfismo de los trofozoitosdsdena un citoplasma simple,
carente de algunoscomponentestipicos, como las mitocondrias, l presenciade un
citoesqueletgocoestructurado, un sistema endomembranusm desarrolladoefuivalente al
reticulo endoplasmico y aparato deolgi), y un sistemade vesiculas digestivapoco
diferenciado [35. En su defecto,el citoplasna exhibeuna gran cantidad de vesiculas
citoplasmicas de tamarfio variable (entre 0.5 y 9 um de didmetro), de las cuales se han
identificado, tanto a nivel estructural como bioquimico, lisosomas, vacyfagsciicas,
pinociticas y autofagicag)cuerpos esiduales32).

Los componentes quimicos Bemembrana citoplasméatisan de gran interés, ya que en

ella se localiza un gran numero de antigenos relevantes para la respuesta inmune humoral.
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Ademas, contiene ceptores para (i) moléculas presentes en las células del hospedi&ro
comporentes de la matriz extracelulasi comootros elementos que posiblemente coafieal
parasito parte de su capacidad citolitica y citotoxica.

Uno de los aspectos mas ralates detrofozoito es la gran plasticidad de su membrana
celular. Cuando los componentes derlambranaentran en contacto con algun ligangoe.
anticuerpos amamibg, los complejos ligandoeceptor (inicialmente distribuidos
uniformemente) experinman rapidamente una redistribucién hacia el polo posterior de la
ami ba, urbidsoma dEbs tiia redi stri buci -n se realiza
actina y miosina (mediado por calmodulina y una cinaséadadena ligera deal miosina).
Posteiormente, ekasquetdormado por acumulacion de estos complefEsiominaddicapo, es
liberado hacia ¢ ambiente extracelular o, en algunos casos, es incorporado al citoplasma
amibiano(a través de vacuolas citoplasmicdende es degradado por las enarharolitica
[32]. En d interior de la membrana nuclease localizan gruesos cumulos de cromatina
condensada y en su centro se destaca un pequefio cuerpo rico en ADN. En trofozoitos en
metafases y mediantelocantes fluorescentes (que
se unen especificamente a ADN) se demostré la
presencia de seis condensaciones de cromatina, las P
cuales han sido interpretadas como cromosomas. [ % 7
La division celular ocurre por mitosis cerrada, ya : . : ,":
gue la membrana nuclear no segfreenta. Por
razones poco conocidas, durante su trayecto de

expulsion hacia el medio ambiente, el trofozoito Figura 3. Quiste deE. histolytica.
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experimenta dos divisiones nucleares en ausencia de division celular. Este extraordinario
fendmeno celular da como resultado una célula con 4 rsjdenominado quiste.

Quistes Células redondatetranucleadashialinas, con un didmetro de 8 a 20 um de
diametro, y una pared quitinosa rigida (Figura 3). Después de una division nuclear, cada quiste
da origen a ocho trofozoitos en la luz del intestdelhospedero. La membrana citoplasmatica
presenta invaginaciones profundga tinciones coryodo, el citoplasma aparece vacuolado con
numerosos depdsitos de glucogetas cualesdisminuyen en nimero y tamafio conforme el
quiste madura. La tincidon con hatoxilina permite la identificaciébn cuatro ndcleos pequgfios
sin embargo, se pueden observar uno o dos nucleos en formas quisticas inf3&fiutas
inhibidores de la sintesis de quiti(especificamentanhibidores de lajuitina sintasa 2de E.
histolyticg podrianllegar a ser empleados como alternativas para el control de la amibiasis, ya

gue los trofozoitos no sobreviven en las condiciones adversas del medio ¢&figrior

1.1.3. Metabolismo

E. histolyticaes unorganismo aetdico facultativg con enzimas glicoliticas ortélogas a
algunas que se encuentran en bacterias. Esta caracteristica bioquimica ofrece una ventaja
metabodlica al estilo de vida de la amiba, ya quepdéemite adaptarse a las diferentes
concentraciones de oxigeno (baja en el lumen del intestino gr@&ko) [

E. histolyticaesconsiderdacomo singular entre organismosucaridas, debido a que
carece de Igtation y otras enzimas dependientes de glutation. En otros organismos, la funcion

primordial del glutation es la proteccion contra la toxicidad del oxigeno. Sin embargo, en la
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amiba se han identificado altas concentraciones de cisteina y otras matéougapos tioles,
los cualepodrian sustituir la funcion del glutation.

La glucosa es la principal fuente de energia; sin embargo, los transportadores de glucosa
son similares a los transportadores de ribosa presam@ganismos procariota®dy. Por ser un
organismo fagociticdk. histolyticatiene acceso a bacterias y compuestos organicos derivados
del hospedero. Muchas de las rutas metabolicas de aminoacidos estan ausentes, a excepcion de

serina y cisteia (el mayor tiol intracelular).

1.1.4. Organizacion del genoma

Todo el ADN amibiano se encuenttacalizado en el nucleo, ya que no contiene
mitocondrias u otros organelos que contengan ADN. Sin embargo, se encuentran presentes varias
copias de ARN ribosomal (AR) como elementos circulares (episomas). La unigiagtica
estructural se encuentra formada por histonas atipacksnas, presenta cariotipo complejo
(11 a 20 bandagosibles cromosomal9|.

El proyectogenoma dé. histolyticaha concluido 29]. El analisis se llevé a cabo en una
cobertura de 12.5 veces la representacion del gereingaal consistede 20,772,42%ares de
bases(NCBI Acc. NZ_AAFB00000000.2)Se predicen8,342 genes(8,163 codificantes para
proteinas y 80 para ARN estructurales, yg@@udegenes),con un promedio de 1.17 Kb en
tamano, los cuales congmdenalrededor del 496 del genoma. Ademasg predice que una
cuarta parte de los genes genenintrones,y alrededor deb% contieneintrones multiples.
Ademas,en un analisis de comparativop fueron identificados homologos pd@#®72de las

proteinas inferida&1 %).
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Los cromosomas dE. histolyticano se condensan, por lo que es dificiledminar el
namero exacto de cromosomas. Ademas, la variacion del tamafio de los cromosomas puede ser
debida a la expansién y contraccion-selomérica, tal como se ha observado en otros protistas.
Por otro lado, existen regiongsie consisten de arreglate ARN de transferencialos cuales
compendencasi un 10% de la secuencia. Se especula que estos arreglos pueden tener un papel
importante funcionaly estructurglen la organizacién genomif29].

Los andliss postgendmice han mostrado que el genomaHléistolyticacodifica para
un gran namero de receptores de proteina cinasas y contiene expansiones de una gran variedad

de familias de genes, incluyendo aquellas asociadas con la virulencia.

1.1.5. Patogenia y mecanismos de invasion

La patologia en amibiasigiicia por la adherencia d&. histolytica a las células
intestinales.Entre los principales factores de adherens@encuentrda denominaddiectina
Gal/GalNA, que se une a residuos de galact@sd) (y N-acetikgalactosamina@alNAQ de las
glucoproteinaselularesdel hospederodp)]. Este receptor es un heterodimero formado por una
cadena pesada y una ligera. La cadena pesada es una pnoggirsque blogea la formacién
dd complejo de membrandurantela cascadale activaciondel complementol[0]. Por otro
lado, se halescrito una molécula de 37 KDa cpearentementpuede funcionar como receptor
de fibronectima [48].

El principalmecanismale la virulencia amibiana es su capacidad citotOxica, proceso que
estd mediado por una serie de factores y sustancias secretadas al medio extracelular, entre las que

destacan losmaiboporos(proteinas formadoras de porg@dpas cisteina proteinasal].
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La familia de los amibaporos comprende tres isoformas: A, B y C; los cuales se expresan
en una proporcion aproximada de 35:10:1, respauente; y exhiben una identidad dets56%
en su secuencia polipeptidie#8]. A pesar de la divergencia en su secuencia, poseen un patrén
caracteristico de 6 cisteinas altamente conseryvgdasparticipan e la formacion de enlaces
disulfuro, y un residuo de histidina en el extremte@ninal que secreeestainvolucradoen el
mecanismo de dimerizacion dependiente de pH. La estructura secundaria del amibaporo A
presenta plegamiento caracterizado por vadiaélices[21].

Los amibaporos son polipéptidos solubles que se insertan en la membrana de la célula
diana (por union con fosfolipidos aniénicos a bajo pH), oligomerizan (proceso mediado por la
interaccion péptio-péptido), difunden en la membrana y forman un canal, a través del cual se
produce la salida de iones y otras moléculas pequefids En consecuencia, el medio
intracelular cambia y esto resulta en muestular por lisis. Se ha demostrado que los
amibaporos presentan homologia dos polipéptidos secretados por células NK y con la
saponina, sustancias que producen un efecto litico similar al obsenralds amibaporosZd].
Recientemente, mediante un ensayo de silenciamiento transcripbgolsalsoforma amibaporo
A, se demostré que lasofozoitos pierden patogenicidad, demostrando asi que esta proteina
juega un papel clave como factor de virulencisedaistolytica [64]. Se ha postulado que los
trofozoitos deE. histolyticason resistentes a la actividad litica de los amibaporos debido a que su
membrana celular posee fosfolipidos neutros, impidiendo la inserdigolg®ptido. Ademas,
la principal funcion de los amibaporos edisés de las bacterias fagocitadas, principal fuente de

nutrimentalparalos trofozoitos.
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Las cisteina proteinasas (CP) son las enzimas proteoliticas de mayor concentracion en los
lisadosde E. histolytica En un analisigpostgendémico, un total dé0 diferentes isoenzimas
fueron identificadas, de las cualekCP1, EhCP2 yEhCP3 comprenden aprox. el 90% de la
actividad de proteinasa encontrada en el trofoZé8h Las CPsehan asociagla la degradacion
de la matriz extracelular (fibronectina, laminina, colagena) y a la evasion de la respuesta inmune
del hospedero, al digerir IgA e Ig@ participar en la inactivacion de las anafilotoxinas C3a y
C5a @8].

La capacidad agresora de las amibas no se puede adjudicar a una sola proteina, toxina,
enzima, o funcién celulaB[]; es el resultado de una combinaci@fdctores: la liberacion de
toxinas y de enzimas, la motilidad activa del parasito, su capacidad de adhesion y fagocitica, su
asombrosa maquinaria enzimatica que degrada rapida y eficientemente los componentes
organicos ingeridos por el parasito y su caged de contender exitosamente con los

componentes humorales y celulares de la respuesta inmunoldgica del hospedero.

1.2.  Procesamiento y plegamiento de proteinas in vivo

Después de su biosintesis, las proteinas deben ser correctamente plegadas y sufrir una
serie de modificacioneposttraduccionales para llevar a cabo sus funciones biologicas. El
procesamiento plegamiento se lleva a cabo en tres compartimentos celulares: citosol, RE y
mitocondria. Cada compartimento esta equipado con un grupo de chapgrenasnas de
plegamiento optimizadas para trabajar en las condiciones locales. En todos los casos, el resultado
final debe ser una molécula natiMare de errores. Ademas, la maduracion estructural dabe

un corto periodo. En el atestado ambiente oaitdar, las proteinas no plegadas pueden sufrir
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agregacion y ser toxicas para la célyar lo tanto,la agregacion es prevenida por varios
sistemas proteoliticos que disponen rapidamaates polipéptidos aberrantes o dafiaf)<0].

Una fraccidon considerable del proteoma consiste de moléculas que estan destinadas al
espacio extracelulan la membrana citoplasmicastas pueden ser secretadas por lalaéu
insertase en la membranapara actuar como ligansloo receptores, respetivamentas
proteinas destinadas al espacio extracelular son sintetizadas por los ribosomas (Riilgs al
traducidos y translocados hacia el lumen del RE, donde adquieren su coifornaiva, antes
de ser transportados apArato deé5olgi u otros compartimentogas proteinas de secrecion y de
membrana representan el principal mecanismo de comunicacion intercelular. La fidelidad de las
interacciones ligandoeceptor requiere que &as moléculas posean su conformacion nativa.

Por lo tanto, el plegamiento de proteinas en la via de secrecion debe ser estrictamente controlado

[2, 20.

1.2.1. De los genes a las proteinas

El flujo de la informacién genéticBADN a ARN a poteina} constituye la base
molecular para la vida. La replicacion del genoma es extremadamente precisa. Mecanismos de
correccion tales como la edicién ka reparacidnasegura una frecencia deerror <1x10% en
procariotas y1x10'° en eucariotas. Sin embargo, mutaciones a nivel genémico son toleradas y
contribuyen de manera esencial al proceso de evol{2i@q].

La realidad muestra que l#&ransferencia de informacion de ADM ARNM
(transcripcion), de ARNma polipéptido (traduccién), y la conversion de este ultimo a una

proteina en la forma correcta y biologicamente activa no estan exentasrds.$m embargo,
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los errores espaneosen la transcripcion o traduccion asi como ciertos niveles de ineficiencia

en los mecanismos de plegamiento raramente tienen consecuencias dramaticas para la
superviviencia celular, ya ques productos dambos ARNm y proteinas) tienen tiempos de

vida media relativamente cortos y pueden ser reemplazagimmmenteor nuevos productos.
Ademas, los mecanismos de control de la calidad biolégica estan ubicados estratégicamente para
seleccionaftos productos defectasos yremoverlogapidanente[2, 20].

Los ribosomas de células eucariotas estan localizadibgsivanente en el citosol y en la
mitocondria.Por lo tanto, pra quelas proteinas pueddncalizarseen el lumen defeticulo
endoplasmico (RE)deben resolverse dos situacion€d:como atraer los ribosoas hacia la
membrana del REy (ii) como tarslocar el polipéptido naciente a través de la membrana del RE

hacia el lunen[2, 20].

1.2.2. Etiguetamiento de proteinas

En la década de 1950George Paladedemostré que en células secretorias una gran
poblacién de ribosomas estaba asociadzembranas internas (RE}4]. Una década despyés
demostro que las proteinas citosdlicas se traducen en ribosomas libres, mientras que las proteinas
de secrecion se traducen en ribosomas unidos a la membraraégtgs vectorialmente liberan
los polipéptidos nacientes a traves de la membrana déB]REdicionalmente, se observo que
la traduccionn vitro de la cadena ligera de las inmunoglobulinas era mas grandie ppageina
madura expresada vivo, debido a la presencia de un estrecho de 20 aminoacidos hidrofobicos
presentes en el extremo amino de la proteina. Esta observacion dio origen a la hipotesis del

péptido sefal, la cual fue posteriormente demostradapater Blobel las secuencias sefial
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funcionan como etiquetas durante la biosintesis de proteinas y son removidas en la membrana del

RE, rindiendo una proteina mad{iéa7].

1.2.3. Transporte de proteinas citosol-RE

Durante la primera etapa de la traddocde proteinas en el ribosoman complejo
ribonucleoproteico compuesto por una molécula de ARN 7S y seis polipéptidos llamado
fparticula de reconocimiento de la secuaensefial(SRP &se e a la secuencia sef@lando
ésta emerge del ribosoma, deteniendo momentaneamente la elongacion hasta que el ribosoma
establece contacto con la membrana del RE. Posteriormente, se reanuda la biosintesis de
proteinas, la etiqueta hmfdbica es removida por una peptidasa de sefial, y el polipéptido
naciente es translocado hacia el lumen de[REQ].

Datos recientes muestran que la eficienciaetigluetado de polipéptidos es variable y
puede afectar la carga biosintética del RE durante las condiciones deHsinésen del RE
tiene condiciones Unicas (es mas oxidante comparado con el citosol), y algunas proteinas
expresadas en este compartimesggtan sujetas a modificacionmssttraduccionales, tales como
la formacion de enlaces disulfuro intra o inteolecularesZ, 20.

La discrepancia entre el pleganioin vitro e in vivo dio lugar al descubrimiento de un
sistema enzimatico que cataliza los pasos limitantes del plegamiento de proteinas en el RE: la
adicion de azucares, la formacion de enlaces disulfuro y la isomerizacion de residuos de prolina
en prdeinas maduraf2, 20]. Mas de 50 afios de investigacion han demostrado la existencia
mecanismos complejos que hanesmlucionado para facilitar el plegamiento deigeptidos,

controlar la calidad de los productos, y discernir entre las proteinas nativas (que van a ser
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transportadas hacia su destino final) y proteinas aberrantes o mal plegadas (que seran removidas

rapidamente de la célulg, 20].

1.2.4. Plegamiento asistido por chaperonas en el RE.

El plegamiento de proteinas en el inicia desde la traduccién y continda durante la
translocacion y termina mediante mecanismos-padiccionales, hasta que la proteina adquiere
la estructura nativa. La alta concentracion de iones calcio y las condiciones oxidantes del RE
crean un ambiente equivalente al medio extracelular. El lumen del RE prepara a las proteinas de
secrecion para las cdiciones extracelulares. Por ultimo, las proteinas plegadas y ensambladas
correctamente son empaquetadas dentro de vesiculas recubtestasportadas hacia el AQG,

20].

Chaperonaglasicas Los compartimentos celulares en los cuales sucede la biosintesis y
la translocacion de proteinas (citosol, mitocondria y RE) contienen una alta concentracion de
chaperonas moleculares que previenen la agregacion de proteimdsgadas, facilitan la
maduracion de proteinas, y retienen a las proteinas plegadas en micro eamizerdes
enriquecidos de proteinas de plegamiento. Las chaperonas clasicas estdn agrupadas en varias
subfamili akdsp I(ldeamadda s 6f@Da). B dmen @eDREyno cbriliéne los
miembros de la familia de H8p (chaperoninas); sin embargmsee miembros de la familia
reguladoraGRP78/BiP (Hsp7Q y sus cofactore€£Rdj1-5 (Hsp4Q, la familia de proteinas
parecida a GrpE, un miembro de la famiisp90 (GRP94) un miembro de la familia Hsp100

(Torsina A)[2, 20].

25



Los miembros citosélicos de la familia Hsp son inducidos a nivel de transcripcidn en
respusta al estrés térmicggor otro lado,los miembros del RE no lo son, pero su sintesis es
inducida bajo condiciones de sobrecarga del RE, disminucion de glucosa, desbalance de calcio o
condiciones homeostéticas redox.

La proteina chaperona GRPBB? ha si@d referida como un miembro regulador del RE.
GRP78/BiP protege proteinas inmaduras de la agregacidméndose a los dominios
hidrofébicos con baja afinidad 100 mM) La unién deGRP78/BiPa agregados de proteinas
mal plegadas indicau funcién en el maanimiento de la solubilidadacilitando la eventual
eliminacion de proteinas aberrantes.

Chaperonadectinas La mayoria de proteinas que se transportan a través de la via de
secrecion reciben Jfglicanos mudltiples. Estas modificaciones hidrofilicas poecembiar las
propiedades generales de las proteinas y proveer sitios de unién para chaperonas lectinas. En
contraste coiGRP78/BiP(que se une directamente al esqueleto hidrofobico del polipéptido), las
chaperonas lectina se unen a azlcares o extensimneflicas. Al parecer ambos sistemas de
chaperonas tienen funciones similares, favoreciendo el proceso de maduracion. Los azecares pre
ensamblados [compuesto de tres glucosas, nueve manosas y dos resadatkgNcosamina
(GlcsMangGIcNAC,)] son trarsferidos por la oligosacaril transferasa (OST) de un donador
lipidico presente en la membrana del RE (dolfosfato)[2, 20].

Los oligosacaridos modifican covalemtente la cadena lateral de asparag{Aas) en el
sitio consenso AsiX-(Ser/Thj. La transferencia generalmente ocurrdragduccionalmente, una

vez que la secuencia consenso ha emergido de 12 aminoacidse hacia el lumen del RE
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(alineando laAsn con ¢ sitio activo de OST).Entonces el oligosacarido es rapidamente
procesad@or la accién secuencial desiglucosidassal y .

Calnexina (CNX) y calreticulina (CRT) fueron nombradas por su habilidad para unir
calcio. CNX es una proteina de membrana tipgué contiene un solo dominio de unién a
carbohidratos. CRT es un paralogo soluble de CNX. Ya que CNX y CRT salic@proteinas
monoglicosilada con afinidad en el orden micromolar, sus ciclos de unidn como chaperonas
estan controlados por las glicosés y transferasas que dictan la composicién de carbohidratos
delasglicoproteinas maduras en el RE.

Formaciénde enlaces disulfurdJna de los etapas criticas en la maduracion de proteinas
en el RE es la formacion de enlaces disulfuro. Las condicioh&Ed@avorecen la asistencia de
proteinas para esta cometido. Las oxidorreductasas de la familia de PDI catalizan estas
reacciones actuando como aceptores de electr@meda reaccién de oxidacipro como
donadores de electrongmra llevar a cabo la reeién de reduccion.

Las enzimas PDI también pueden isomerizar enlaces disulfuro, ayudando a una proteina a
obtener los enlaces disulfuro nativos mediante warneglo de los enlaces disulfuro no nativos.

Los miembros de la familia PDI estan caracterizauwsla presencia del motivo CXXC en su
sitio activo. La enzima PDI de mamifefla mas estudiadas una proteina multifuncional que

puede actuar tanto como oxidorreductasa como chaperona.
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Por otro lado, d estructura
cristalogréfica de la PRddela levadura
Saccharomyces cerevisiadha sido
resuelta La PDI1 de S. cerevisiae
muestra un arreglo de cuatro dominios

tiorredoxina:a-b-b @ @dos funcionales

s A

(e:10) y dos no bof)Junguen.. __ -

forman una estructura torcida parecida a Figura4. Representacion grafica de la
estructura 3D de la enzima PDI1
una fAUO (Figurnos 4) de S. cerevisiae

cataliticos @0 estan localizados en la

parte superior de @J0, cercanos uno al otro, y los no catalitido8estan localizados en la parte
media bajade lafiUo, en un area enriquecida de residuos hidrofébicos. La superficie hidrofobica
juega un ppel importante: se une a estructuras mal plegadas y posiciona los sustratos para que
actue el dominio catalitico sobre el sustrato.

Para la catalisis de la formacion de enlaces disulfuro en los polipéptidos, el motivo
CXXC (de la enzima PDI) contiene unl&ee disulfuro que actla como aceptor de electrones, y
deja la reaccidon en su estado reducido. En contrzesta la reduccion de sustratos disulfuro, el
motivo CXXC interviene en la reaccion en su estado reducido. Finalmente, la isomerizacion de

un rearreglo de disulfuros inicia y termina cehestado reducido (Figura 5).
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Figura5. Actividad oxidorreductasa de PDI.

El estado de oxidacion de los resid@ysdel sitio catalitico determina la funcién de PDI
en el proceso de maduracion de polipéptidos; por otro lado, su estado redox es cqirathdo
ambiente y otras proteinas adicionales, que ayudan a llevar y traer electrones haciafderdr
del RE

Isomerizaciérresiduos de prolinaEn proteinas nativas, muchos enlaces peptidicos estan
conectados en conformaciditransd con la excepcio de los enlaceXaaPro, que pueden ser
encontrados como conformacionésisO 0 fitransd. Experimentos de replegamiento han
demostrado que la isomerizacifitis/transo de los enlaces peptigdrolil limitan el proceso de
plegamiento de polipéptidos. lisomerizacion de los residud®o es catalizada por enzimas
peptidilprolil cis'transisomerasas (PPI).

Las células de mamifero contienen tres clases de PPI. parvulinas, ciclofilinas y proteinas

de union FK506 (FKBPs). EI RE contiene CypB, FKBP2, FKBP7 y PKB CypB se ha
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encontrado en complejos que contienen varias chaperonas detl&gas, & familia de FKBP

puede actuar como reguladores de la activide@RrIe78/BiP[ 2, 20].

1.2.5. Control de calidad de proteinas en la via de secrecion
A finales de & década de B®s se demostré quexiste un mecanismo que asegata
ensamblajecorrectode proteingscomo prerequisito para el transporte hacia/gb, en ruta
hacia la sec@én. Este mecanismo es conocidorami c ont r o | de [G3laAlgundsa d del
estudios revelan que las proteinas que presentan defecto en el plegamiento y ensamblaje son
eventualmenteetrotraslocadadacia € RE. El control de calidad de proteinas esté intimamente
ligado al proceso de plegamiento. Ambos dependen de las chaperonas y enzimas residentes. El
control de calidad tiene diferentes papé®B20]:
a. previene el despliegue de proteinas aberrantes, asegurando que sélo las proteinas
nativas procedan a través de la ruta de secrecion;
b. retiene alos precursores en un ambiente apropiado para su maduracion;
C. aumenta suancentracion para favorecer su ensamblaje y polimerizacion;
d. reduce el riesgo de protéoxicidad inhibiendo la agregacion gpromoviendo la
degradaion deproteinas mal plegadas;
e. mantiene la homeostasis en la via de secrecion;
f. regulael desarrollade poteinas eta via de secrecidly

g. participa en el almacenamiento de pipas para la secrecion regulada
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1.3.  Plegamiento de proteinas en el reticulo endoplédsmico

Una vez que las proteinas nacientes sotramhucidas y translocadas hacia el atestado
ambientedel lumen del RE, éstas son plegadas en conformaciones més estables y de baja
energia. Los principios basicos que gobiernan el plegamdmtproteinasson comunes en
algunos compartimentos celularesodificacionesbioquimicasque incluyenla remocion dda
secuencia sefiala formacion de enlaces disulfurta N-glicosilacion yla adicion deuna
molécula de anclaj@ membranagGPI, glicosilfosfatidil-inositol). Podemos encontrar una
plétora de enzimas y asistentes en la via de secrecién tempranatatjpa cada paso (Tabla 1).
El mecanismo de procesamiento y plegamiento de proteinas es altamentente complejo. Aln
existen preguntas que deben obtener respugdfeno esta regulada la biosintesis y el balance
de proteinas en cada tipo celular? o ¢Contanefincionalmente interconectados todos los
compartimientos que participan en el mecanismo de procesamiento y plegamiento de proteinas?

[2,20].

1.3.1. Plegamiento oxidativo

En términos de composicion iénica y potencial redox, el RE esompartimiento
intracelular que provee un ambiente ideal para las proteinas que estan destinadas hacia el
exterior. La relacion entre glutation oxidado y reducido (GSSG/GSH) en el REaxaopon
el citosol, no es suficiente para garantizar el plegamiento oxidativo.

En realidagd para muchas proteinas es necesario la isomerizacién y algunas veces la
reduccion para llevar a calkbplegamiento correctdJn ambiente hipeoxidante como eludmen

del RE por consiguientepuede inhibir el plegamiento de proteinas con disulforakiplesy
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Tablal. Chaperonas y enzimas presentesRaticuloEndoplasmico.

Clase Nombre Localizacion Funcién
Chaperonas BIiP/GRP78 RE Plegamiento, Sefalizacion
GRP94 RE Plegamiento
ORP150 RE Plegamiento, Hipoxia
HERP Membrana del RE Degradacion
Cochaperonas Sil1/BAP RE Intercambio de ATP
ERd] RE Cofactorde BiP
Lectinas CNX Membrana del RE Plegamiento
CRT RE Plegamiento
VIPL/VIP36 RE/Cigsolgi Transporte
EDEM, OS9/Erlectin Membrana RE Degradacion
Enzimas redox O9NB MM KINERIRE Oxidasa
PDI RE Oxidasa, Isomerasa,
Reductasa, Chaperona
ERp57/ERp72 RE Isomerasa
ERp44 ERGIC CGiBolgi Retencién mediada por tioles
Prolina isomerasas PPlasas RE Isomerizacion de prolinas
Ciclofilinas RE, Mitocondria,  Isomerizacién de prolinas

Nucleo y Citsol

promover la agregaciome tal manera quel plegamiento oxidativo depende primordialmente
de la asistencia de proteinas que favoréganteraccion preinaproteing 2, 20].

En células eucarioticasa principal viade plegamiento oxidativimvolucra laformacion
de enlacesdisulfuro en proteinas nacientesatalizada por oxidorreductasas de la familia de
enzimas PDIEn mamiferos y levaduraBPDI consiste de cuatro dominios tiorredoxifi&)( dos
domi ni os | a eneargadoede la actividgd odddauctasay dos dominios centrales

(b y), gbedroveen una superficie hidrofébica apropiada para la union y presentacion de
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sustratosDegués de transferir un enlace disulfuro a las proteinas nacientes, PBixédaca
por los miembros de la familia de flavoproteinas Hfd].

In vitro, la proteina Erol de levadura puede utilizar oxigeno cutale como el Ultimo
aceptor de electrones, en una reaccién que produce peroxido de hidrogeno en cantidades
equimolaresa los disulfuros formados. Se realiea estudios para determinar O, es
generado por las células vivas como un subproducto dehrplegto oxidativo, ya que esto
puede servir para los propésitos de sefalizacién. Sin embargo, al menos en levaduras, la
formacion de disulfuros puede ocurrir en condiciones anaerobicas, sugiriendo que existe otro

aceptor de electron¢$3, 14].

1.3.2. Sefalizaciony estrés en RE
La acumulacién de proteinas mal plegadas en el lumen del RE provoca una cascada de
sefializacia multidimensional para aliviar el estrés del REgunos mecanismose activarpara
manejar la gran cantidad de proteinmesd plegadas
0 disminucion de la traduccion de proteinas
(i) aumento de la transcripcion de genes involucrados en el plgande proteinas
no plegadas f@mperonas y enzimas de plegami¢ntde degradacion asociada al
RE;
(i) disminucién de la entrada de proteinas en elRE
(iv)  degradacion selectiva de cierthRN mensajeros que codifican para proteinas de

secrecion.

33



Silas medidasinterioreno son suficientes para eliminas proteinas maplegadas del

RE, seactiva la via de la apoptogiaQ].

1.4.  Lafamilia PDI de mamifero

La familia de PDI de mamifero incluye més de una docena de proteinas. Alguaas de
enzimas contienersolo un dominioTx actvo (ERp18, ERp44, y TMX(4), otras dos (PDlI,
ERp57, PDIp, PDILT yP5), tres (ERp72, ERP46, y PDIrp hasta cuatro (ERd]5). El sitio
canonico CXHCcaracteristico de lasxidasasse encuentra una sola vez en ERdj5;wkaesen
PDI, PDIp, ERp57 y P5; y ¢s veces en ERp72. El motivo CXPCaracteristico ddas
reductass, se encuentra tres veces en BRUps otros miembros de la familia muestran una

gran variedad de motivos que carecen de uno o ambas cisteinas terfd6jales

1.4.1. Plegamiento asistido de proteinas

In vivo, asi comadn vitro, la estructura terciaria de una proteina esta determinada por su
secuencia de aminoéacidas/]. El plegamiento de proteinas es tssfueda de una conformacién
Unica y biolégicamente activa entre un gran numero de posibilidades. Aunque una alta
estabilidad termodinamica es ciertamente una propiedad que identifica los estados nativos de
muchas proteina$}).

Muchas de las proteinas que se desnaturalizan espontdneamente pueden recuperar su
estructuraterciaria de la misma manera. Sin embargxisten proteinas que facilitan el
plegamiento de polipéptidos1 vivo. Dos tipos de proteinas han sidmplicadas en el

plegamiento (i) un grupo de estas incluyen factores que modifican la estructura de los residuos
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de amimacidos entre las cadenas polipgigis (p.e. PDI y ciclofilina); y (ii) otro grupo
comprende la chaperones moleculamgge asisteal plegamientdp.e.HSP70, GroEL y GroES

[4]. Las caracteristicas estructurales que determinan la conformacion biolégicamente activa
deben ser descifradas por estos asistentes del plegamiento, da tal meneradgn discernir la

conformacion nativa de otra mal plega@g]]

1.4.2. Funcion de PDI

Para las proteinas en las cuales la estructura nativa esta estabilizada por enlaces disulfuro,
el plegamiento correcto de sstrictura tridimensional requiere de la oxidacion quimica de sus
residuos de cisteind %]. Este plegamiento oxidativo es muy lento y puede ser complicado por
competencia con la agregacion. En cada célulagghptiento oxidativo es asistido por enzimas
gue catalizan la formacién de enlaces disulfurahaperons moleculares que inhiben la
agregacion hidrofébicdlp].

La proteina disulfuro isomerasa (PDI; EC 5.3.44)unaffoldasa residente del lumen
del RE caracterizada por el pionero del plegamiento de prot€hragtian Anfinsenbasado en
la habilidad de catalizar el replegamiento de ribonucleasa A, una enzima de 4 enlaces disulfuro
[41]. La actividad proteindiol oxidorreductasa de PDI difiere con respecto al estado redox y los
requerimientos celulares: cataliza la oxidacion e isomerizacion de disulfuros de cadenas
polipeptidicas nacientes que llevan a cabo su plegao en el ambiente oxidante del RE; en
tanto que, reduce enlaces disulfuro de proteinas en el citosol, endosomas y la membrana

plasmatica como consecuencia de su ambiente redgjor [
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Aunque la PDI se clasta como una oxidorreductasa, realmente tieme papel
multifuncional, participando en el plegamiento, ensamblaje y modificgméttraduccional de
una gran variedade sustratos, incluyendo proteinas mdtiminios y de cadenas multiméricas
[28, 41]. Tres son las reacciones de catélisis que puede llevar a cabo:

) formacion de enlaces disulfuro (de proteinas reducidas o parcialmente reducidas

en condiciones oxidantes)

(i) reduccion de disulfuros (utilizando pequefios complejos de tioles como agentes

oxido-reductores)e

(i)  isomerizacion (reacciones acopladas de oxidacion y reduccion de enlaces

disulfuro que permite al sistema catalizar la conformacion mas estable).

En geneal, el proceso quimico de la catalisis en las tres reacciones es laetigoion
gue permite el intercambio ditidlisulfuro [19].

Los enlaces disulfuro son crucialgmra el plegamiento y estabilidad de imas
proteinas, pero se conoce muy poco acerca de este mecamisivo. Cuando una proteina
presenta una conformacién desnaturalizada, la reformaeidntro de un enlace disulfuro
ocurrira, pero el proceso es muy lento y los enlaces formados no sqmesiescorrectos; en

contrastejn vivolos enlaces disulfuro se forman rapidamente y, generalmente, son los correctos

[4].

1.5. PDI de Entamoeba histolytica (EhPDI)
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Recientemente, se publicé la primera secuenfa dnibiana con actividad proteina

disulfuro oxidasan vivo [47]. Mediante la técnica de amplificacion rapida de extremasOié

complementario (RACE) se aislo la secuencia nucleotidica de un gen amibiasunlifica para

una

calculado de 38 KDa (Figura).6El andlisis polipeptiico de laenzimainferida predice un
péptido sefialN-terminal de 15 aminoacidos y dos dominidx, que presentan el motivo

WCGHCK, y un dominio @erminal conocido como Erp2%a arquitectura mostrada en la
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Figura6. Secuencia nucleotidica y polipeptidica deducid&ideDI.
La secuencia codificante para el péptido sefial se muestra sombreada. Los motivos estructurales
indican en rectangulosok aa se denotan en codigo de 3 letras.
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proteina PDI amibiana corresponde a un patrén estructural compartidlgoos miembros de
la familia P5 clase ZEhPDI carece de la secuencia K/HDEL, sefal de retencién presente en el
extremo Gterminal de las proteinas solubles residentes del RE.

La actividad disulfuro oxidasa dehPDI in vivo fue evaluada mediante umsayo de
complementacion funcional utilizando la mutante JCB57Edeoli (dsbA") [4, 23, 46]. Los
resultados obtenidademuestran que la enzima PDI amibiana complementa la actividad oxidasa
de la DsbA bacteriana, al-establecer completamente (100 %) la actividad fosfatasa alcalina en
el periplasma d&. coli (proteina que depende de la completa oxidacion y formacioectamle
sus enlaces disulfuro para adquirir su estructura terciaria y realizar su funciéon enziméatica).

Aunque existen 11 secuencias PDI anotadas en la base de datos del gerfbma de
histolytica [46], EhPDI es laprimera enzima amibiana involucrada en el mecanismo de
formacion de enlaces disulfurgue ha sidocaracterizada funcionalmente. Estos resultados
apoyan la hipétesis de que el genom&deistolyticacodifica para proteindavolucradasen el
correcto plgamiento de polipéptidos nacientes, una etapa importante en el mecanismo de

secrecion de proteinas amibianas.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general
Determinar la actividad oxidorreductasa de la enzima PDE.deistolytica (EhPDI)
mediante ensayos de complemeittacfuncionaly rescate del fenotipo letale una mutante

DPDI1deS. cerevisiae

2.2.  Objetivos especificos

1. Mediante la aplicacion de herramientas de bioinformética y técnicas de biologia
molecular, construir los plasmidos para la expresion (en célulavaiduta) de los
genes silvestreS®PDI1 y EhPDI, y variantes del geBhPDI (con mutaciones en los
dominios tiorredoxina).

2. Aislar la cepa mutante haploidpP D/pdT38de S. cerevisiagnediante uranalisis
aleatorio de esporastilizando la cepa heterocigadgploide BY4743YCL0O43c deS.
cerevisiaecomo parental.

3. Evaluar la funcién de la enzintzhPDI como oxidorreductasa mediante un ensayo de
complementacioy rescate del fenotipo letde la mutante haploidg P D/pdT38de
S. cerevisiagutilizandouna técnca de intercambio de plasmidos.

4. Evaluar la participacion funcional de los dominios tiorredoxina de la erzhirBI

mediante un ensayde complementacién y rescate del fenotipo letal de la mutante
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hapl oi d/pCT3®&els] cerevisiagutilizando una técn& de intercambio de

plasmidos.
. Caracterizar el fenotipo resultante de la mutante hapigiéeD | 1S. ckeevisiae
complementada con la enzirgAPDI mediante un andlisis de la expresion proteica y

curvas de crecimiento celular.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos y bioldgicos

3.1.1. Reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicasilizados fueron grado BM (biologia molecular). Agarosa,
Tris base (trighidroximetil]-aminometano), SDS (dodecil sulfato de sodio), EDTA-(é&ido
etilendiamino tetraacético @sodico), hidroxido de sodio, glicina y glicerol fueron adquiridos de
IBI Scientific sorbitol deResearch Organicy acido 5fluoro-orético (5FOA) de Toronto
Research Chemicalécetato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, bromuro de etidio,
cloroformo, fenol equilibrado, alcohol isoamilico, metanbliton® X-100, Tweeff 2 0 - b
mercaptoetanol , ampi ¥NB wmamjno agidsn g tuinai nnae z(c®G 4l 8b)
fuentes de nitrégeno, sin aminoacidos), y las perlas de vidrio tratadas dofu@con obtenidos

de SIGMA en México.

3.1.2. Escherichia coli y cultivos bacterianos

LacepaXL1-B|l u e MREdekErichizecol(Stratagengfue utilizada rutinariamente en
los experimentos de biologia molecular. La preparacion de células bacterianas compatante
transfeccion por choque térmico fue realizada mediante el tratamiento con cloruro de calcio,

siguiendo un protocolo estandar de laboratd).
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Los cultivos bacterianos fueron realizados | Tabla 2. Medios de cultivopara

_ _ _ Escherichia cofg/L).
utilizando medds complejosliquidos o solidos1.7
Componentes LB 2XYT
% de agar) (Tabla 2).os medios de cultivo LB y
Triptona 10 16
2X YT fueron preparados siguiendo las | Extractodelevadura 5 10
NaCl 10 5

instrucciones recomendad&s)].

3.1.3. Saccharomyces cerevisiae y cultivos de levadura

La cepaBY4743'YCL043c deS. cerevisiad MAT a/ U hi s3@l/ his3mpl
l ys2mp0/ LYS2 met 15p0/ MET15 ura3d3m0/ ur a3 po PDI 1
compafiisOpen Biosystem&€omo la mutaciomull del gen PDI1 dé&. cerevisiadSdPDI1) es
letal, la cepaBY4743YCLO43c es mantenida de mana het eroci gota (PDI:
células de levadura fueron transfectadas mediante electroporacion, siguiendo un protocolo
proporcionado por el proveed®TX Harvard Apparatus

Para la propagacion de las células de levadura se utilizé el medio coNiplzjtiquido
(1 % de extracto de levadura 92 de peptona y 2% de glucosa) suplementado con 200 pg/mL
de geneticina (€18). Para los ensayos de seleccién, se utilizé el mddiadgar [sintético
dextrosa0.67% d e YNB w/o amino acids 2 % de glucosay 2 % de agar] suplementado con
200 pg/mL de 418.

Dependiendo del ensayo de seleccion auxotréfica, el mddliagar fue suplementado
con 20 mg/L de histidina, 60 mg/L leucina, 20 mg/L triptéfano o 20 mg/L uracilo. Ademas, para
la seleccion de células hajiles URA, el medio selectivo fue suplementado con%.He 5

FOA y 20 mg/mL de uracilo.
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3.1.4. Plasmidos

El pldsmido pCT38 (Figurd), derivado del vector pRS31&éw England Biolahs
contiene la unidad transcripcional completa del §6tDI1 (un fragmento & 2.608 Kb: 879 pb
de la region promotora, 1569 pb de la region codificante y 160 pb de la region terminadora)

clonada en los sitios de restricci§pnl y Xba del plasmido pRS316&p, 22].
pCT38 es un pladsmido centromérico que contiene el gen URA3, el cual complementa la

auxotrof2za a ur aci URA3 @Q@T38fu® lammablemsentedpeopotcienado gar r a

la Dra. Christine Tachibanae la Universidad de Wasigton (E.U.A.) b5].

El vector pRS413New England BiolaQs(Figura8) es un plasmido centromérico que

contiene el gen HIS3, el cual complementa la auxotrofia a histidina en células de levadura

qHIS3.

Figura7. Representacion circular
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s LOtS5LME St 3SYy o Ol
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proteina URA3 y los origenes de replicaci
ColE1 y CEN/ARS, de bacteria y de levad
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_ _ muestran.
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Mscl Figura 8. Representacion

circular del plasmido pRS413.
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El plasmdo pBPelEENhPDI (Figura9) fue utilizado como molde para la amplificacion del

gen codificante para la enzirgaPDI [47].

3.1.5. Enzimasy otros reactivos bioldgicos

Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizaalad ADN polimerasa d&hermus
aquaticus(Taq) (Roche Applied SciengelLas reacciones de ligacion se realizaron usando la
ADN ligasa del bacteriéfago TANew England Biolal)s

Las reacciones de defosforilacion se llevaron a cabo utilizando la fosfitaiaaade
intestino de becerro recombinam€lP (New England BiolahsLas digestiones nucleoliticas se
realizaron usando las endonucleasas de restricoidh) Apa, BanHl, BsBI, Bglll, EcARV,

Ncd, Spd, Xhd y Xmn (New England Biolahs
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Sacl Figura9. Represatacion circular

del plasmido pBPelBPDI.
Se muestra el gen PDI de amiE&RDI) y el
Bemt ASy ol OdaSthdasay(@:iy, los
origenes de replicacién ColE1l y f1,
Neol bacteria y bacteriofago, respectivamente
pBPe|BEhPD| La talla molecular y algunos los sitios i
redriccion también son indicados.

4018 bp En el panel de abajo se muestran I
componentes estructurales del gdeiPDI:
el péptido sefial PelB y los dominic
HindIll tiorredoxina Y. Ademas, se muestran lo
sitios de corte por algunas endonucleas
utilizadas durante lasubclonaciones y le
Dralll caracterizacion molecular.

— Ncol
— Ncol
— Bgill
— Ncol

[PST ] N-Tx 1 C-Tx | D >

La mezclade desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) y los marcadores de peso
molecular {00-bp ladder 1-Kb laddery | -DNA/HindlIIl) fueron adquiridos dé&New England
Biolabs L a e-glwdromdasafdel molusddelix pomatia utilizada para la digestion de la

membrana celular de levaduras, fue adquirida de la compafia SIGMA de México.

3.1.6. Oligonucledtidos sintéticos

El disefio de oligonucledtidos se realizé utilizando el paquete computadteame
Construction KiE 2.5.3. (Textco, Ind. Las propiedades fisicoquimicas y la estructuracion
secundaria fueron determinadas usando el prog@ioh@O® 4.06 (National Biosciencednc.).
Los oligonucle6tidos fueron adquiridos a través del servicio de sintesis quimica de la compafia

GENOSY srepresentados por la compafiia SIGMA de México (Tabla 3).
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Tabla3. Oligonucledtidos sintéticos.

Nombre  Secuencia nucleotidica (5" a 3") Zona de hibridacion

BXPS GCCTCCTCTGTTTTCGCCCAAggatccttc [Pro/PS de&s®DI1} (BamH!
ctcctcgagCACGATGAATTGTAATTCTGA Xhol)¢ [HDEL d&®DI1]

XDEL2 gttttcctcgagCACGATGAATTGTAA HDEL del geB8¢DI1

NBERPDI  gcgaggatccGATGTAGTATCATTAAATCC Amino del gerEPDI

CXEHDI gcgactcgagGAAAACTTCAAGTACATTCAA Carboxilo del ge&HPDI
ScPDI1F acactcggatccCAACAAGAGGCTGTGGCC Amino del ger5®DI1
ScPDI1IR acactcctgcagTTACAATTCATCGTGAATGGC  Carboxilo del geSd®DI1
RV GGAAACAGCTATGACCATG MCS pBluescript SK
FwW GTAAAACGACGGCCAGTG MCS pBluescript SK

3.1.7. Sistemas de purificacion

Para la purificacion del ADN se utilizaron diferentes estaatomerciales, dependiendo
del origen de la muestra: (i) para ADN plasmidi€dApreg® Spin Miniprep Kif (i) para
productos de la reacciéon de PGRAprep® PCR Purification Kit y (iii) para la extraccion de
ADN a partir de gel de agarosalAquick® Gel Extraction Kit Todos estos fueron adquiridos de

la compani@IAGEN

3.2.  Equipo

Para la visualizacion de los geles de agartefiidos con bromuro de etidio se utilizé el
fotodocumentadoiGel Do& 2000 (BioRad. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando el termocicladdFechn& T-300.

Las mediciones de absorbancia para la determinacion de la concentracion de ADN
plasmidico (260/280 nm) fueron realizadas usando el espectrofot()metrostb‘{%imartSpe%

Plus (BioRad. Las mediciones de absorbancia para la determinacion del crecimiento celular
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(650 nm) fueron realizadas usando el lector de micropMasplate Readdf 680 (BioRag.
Para la transformacion de células se utilizé el eleotrr:uinrEIectroCeIIE Manipulator 630

(BTX Harvard Apparatus

3.3.  Protocolos generales

3.3.1. Purificacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico de alta pureza fue obtenido utilizando el estuche con@tajadep®
Spin Miniprep Kit siguiendo el protocolo recomendaplor el proveedor: el paquete celular, de
1.5 mL del cultivo bacteriano joven, fue separado mediante centrifugacién a 14,000 rpm durante
1 min. La pastilla celular fulymexladapoa258i da e
eL del a nR2rint megduiaadtoarme nt e, |l a mezcla se neutra
N3. Las proteinas precipitadas fueron separadas mediante centrifugacién a 14,000 rpm durante
10 min y el sobrenadante fue transferido a una coILdnl@lAPre;f SpinColumn La columna
fuelavada con 500 eABydeoamdibi gua BEeFinameote, eli guad
ADN plasm2dico fue r ecuper BBloagwmsdestlafalestaril) de ¢

mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante 1 min.

3.3.2. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa
Los fragmentos de ADN embebidos en gel de agarosa fueron purificados utilizando el
estuche comercia(DIAquicRE Gel ExtractionKit, siguiendo el procedimiento recomendado por

el proveedor: el fragmento de gel fue redisuelto eolBmenes de amortiguad@QG mediante
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incubacion a 55 °C durante 10 min. Un volumen de isopropanol fue afiadido y mezclado por
pipeteo. La mezcla fue transferida a una colur@flmquiclf Spin Columny centrifugada a

13,000 rpm durante 1 min. Lacolumnafuavada con 750 WBFindlmenta,mor t i ¢
el ADN fue recuperado mediante en 30 puL de amortigu&®r(o agua destilada estéril)

mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante 1 min.

3.3.3. Purificacion de productos de la reaccion de PCR

Los productos de $areacciones de PCR fueron purificados utilizando el estuche
comercialQIAquich PCR Purification Kit, siguiendo el procedimiento recomendado por el
proveedor: la reaccion de PCR fue mezclada con 5 volimenes de amortigBatlar mezcla
fue transferida aina columnaQIAquicRE SpinColumny centrifugada a 14,000 rpm durante 1
mi n. La membrana fue | av aPiEe&El ADN fue réchp@rade én 50 e a m«
puL de amortiguadoEB (o agua destilada estéril) mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante

1 min.

3.3.4. Condiciones estandar de termociclado (PCR)

Las reacciones se amplificacion se realizaron utilizando las siguientes condiciones de
termociclado: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial [2 min a @ 35 ciclos de amplificacion
exponencial [30 seg a 9€, 30 seg a 55C, 1 min a 72C], y 1 ciclo de extension final [7 min a

727Cl.
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3.3.5. Anadlisis de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa
Los productos de amplificacién, fragmentos de restriccion y otras muestras de ADN
fueron analizados y visualizadesediante electroforesis en gel de agarosa al- 2% %,

conteniendo 0.5gy/mL de bromuro de etidio.

3.3.6. Transformacion bacteriana

El ensayo de transformacion bacteriana se realizé mediante choque tétitizamdo
células competenteB. coli XL1-Blue MRF’, preparadas siguiendo el protocolo estandar de
laboratorio p0]: 1 - 5 pL de la muestra de ADN circular (plasmido o ligacion) fueron afiadidos a
alicuotas de células competentes (100 pL) y mantenidas en higlote80 min. EI choque
térmico se realizd de la siguiente manera: la mezcla se coloco en un termobloque a 42 °C durante
5 min e, inmediatamente, se regreso a hielo nuevamente. Después de transcurridos 5 min, las
células fueron recuperadas mediante laiadide 1 mL de medio 2X YT e incubadas a 37 °C
durante 30- 60 min y 300 rpm. Diferentes voliumenes (1/10 y 9/10) de la suspension celular
fueron inoculados sobre la superficie del medio LB sdlido suplementado con el antibiético

apropiado paralaseleccibnhabi t abl ement e ampicilina a 150 ¢

3.3.7. Secuenciacion de ADN
La secuencia nucleotidica de los plasmidos recombinantes y fragmentos clonados fue
obtenida mediante secuenciacidon automatica de ADN, utilizando los servicios de la compaiiia

SeqWrighthttp://www.seqwright.com).
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3.3.8. Andlisis bioinformético de secuencias de ADN

Las secuencias de nucleotidicas y polipeptidicas deducidas fueron analizadas utilizando
servidores en linea®RFfinderdel Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia de los
E.U.A. (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) yTranslatedel Sistema Experto en Andlisis de
Proteinas de Suiza (EXPASY, http://www.expasy.ch). Adicionalmente, se utilizé el programa
Gene Construction Kit v2.4. (Textco, Ing para facilitar el manejo de datos y construcgion
silico de plasmidos. El progranEDRAW32v1.1.106 paraNindows(AcaClone softwanefue

utilizado para la visualizacién de pldsmidos y construcciones.

3.3.9. Andlisis estadistico
Los pararmetros estadisticos de media, desviacién estandar, correlacion, asi como la
determinacion del valor del tiempo de duplicacién fueron calculados utilizando el programa

GraphPad Prisnf v5.0 (GraphPad Software, Ing.

3.4.  Estrategia de construccion del vector pYEhPDI

3.4.1. Disefio de oligonucledtidos

Para la construccion del vector BNPDI, se disefiaron cuatro oligonucleotidos: el
pri mero de estos, BXPS, es un oligonucle-tid
(promotor - p®pt i do sefal) c o nsefal ce retendica sefak dea lan 360
poliadenilacion) del ge®dDI1; ademas, posee una region intermedia de reconocimiento para

las endonucleas&@anHl y Xhad (Tabla 3; Figurdl0).
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ElI segundo oligonucle-tido, XDELZ®tencidni br i da
sefial de la poliadenilacion) del g&WPDI1 y posee un sitio de reconocimiento para la
endonucleashd.

Los otros 2 oligonucleétidos fueron disefiados para amplificar al polipéptido maduro de
EhPDI (y sus variantes): NBEhPDI, hibrida con la régn amino y posee el sitio de
reconocimiento para la endonucledaHl|; y, CXEhPDI, hibrida en la regién carboxilo y

posee el sitio de reconocimiento para la endonuchéiada

3.4.2. Estrategia de amplificacion

Amplificacibndel as regi ones BDI Y [3BCRIsel 56ScnPDdcl vy
Utilizando como molde el plasmido pCT38, se realizaron dos reacciones de PCR independientes
para amplificar | aSdDlleSeipepamren ntezclasyindeépendiettes! (509 e n

nL) conteniendo 10 ng de ADN plasmidi 2.5 U deTaq ADN polimerasa, 0.3rM de los

(@)}

oligonucle-tidos (BXPS y RV para |l a regi-n 5

de dNTPs y las condiciones éptimas para la reaccién (solucion amortiguadora: 10 mM de Tris

|
=
"
)

E <M

F’slalblb'lla'LE)m

Figura 10. Representacion grafica de la estraege amplificacion de

la unidad transcripcional para la expresionklehistolyticaeen levadura.
Las regiones reguladoras (promotor y terminador) del §éPDI1 estan sefialadas. L:
flechas representan la posicion y orientacion de los oligonucleétiddzaatds en la
construccion de las mutantes.
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HCIl, pH 8.3; 50 mM de Clorar de potasio; y 1.5 mM de Cloruro de magnesio). La
amplificacion se realizé utilizando las condiciones estdndar de termociclado (protocolo general
3.3.9. El producto de amplificacion fue analizado mediantetmlfaresis en gel de agarosa al
1.5 % (protocolo generaB.3.5 vy, finalmente, purificado utilizando un estuche comercial

(protocolo generad.3.3.

Amplificacion  del  gen Tabla 4. Nomenclatura utilizada para |
_ identificacion de los productos de PCR de
EhPDI silvestre [PCREWPDI]. La variantes deEHPDI.
secuencia codificante para el PPCR N-Tx / GTx Mutacion
polipéptido maduro del geBhPDI EHPDI CGHC / CGHC silvestre

RMO5  SGHS/CGHC C44S, C47S
RMO6  CGHC/SGHS C160S, C163S
RMO7  SGHC/SGHC C44SC160S
o RM10  CGHS/CGHS CA7S, C163S
plasmido  pBPelBhPDI  como RM15  SGHS/SGHS C44S, CA7S, C143S, C163S

fue amplificac utilizando el

molde. Se preparé una mezcla (50
nm.) conteniendo 10 ng de ADN plasmidico, 2.5 U Thg ADN polimerasa, 0.3rM de los
oligonucledtidos (NEhPDI y CXEhPDI), 200 uM de dNTPs y las condiciones 6ptimas para la
reaccion (solucion amortiguadora: 10 mM de “HiSI, pH 8.3; 50 mM de Cloruro de potasio; y
1.5 mM de Cloruro de magnesio). La amplificacidon se realizé utilizando las condiciones estandar
de termociclado (protocolo genefaB.4). El producto de amplificacion fugnalizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al %5(protocolo generaB.3.5 vy, finalmente, purificado
utilizando un estuche comercial (protocolo gengral3.

Amplificacién de las variantes del g&hPDI. Las versiones mutantes del gehPDI

fueron amplificadas utilizando como molde los plasmidos pRM05, pRM06, pRM0O7, pRM10 y
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pRM15 (Tabla 4) 31]. Para cada vande, se realizé una reaccion de PCR independiente,

siguiendo el procedimiento de amplificacion del bR DI silvestre.

3.4.3. Construccion del vector p13XDEL?2

E I pr oduc tSaPDlil Eorrés@Rdiergeda la region terminadora) y el plasmido
pRS413 fueron digelos con las endonucleasas de restriceléol y Sad. Se prepararon dos
mezclas independientes de digestion 2% conteniendo Ing del producto PCR o 500 ng del
vector, 20 U de ambas endonucleasas y las condiciones Optimas para la reaccion (solucion
amortiguadora: 50nM de Acetato de potasio; 20M de Trisacetato, pH 7.9; 1M de
Acetato de magnesio; yriM de Ditiotreitol). La reaccion de digestion se llevo a cabo durante 2
ha37C.

Adicionalmente, el vector pRS413 fue defosforilado utilizandt ¥ fosfatasa alcalina
(bCIP) durante 30 min a 37C. Posteriormente, el vector (digerido y defosforilado) fue
analizado mediante electroforesis en agarosa aol(protocolo genered.3.5 y purificado (a
patir de gel de agarosa) utilizando un estuche comercial (protocolo ga8r&eal Por otro lado,
el pr oduc S®@DIllddegerito@uR puBfidado utilizando un estuche comercial (protocolo
general3.3.3.

La reaccién de ligaciéon de la region terminadora del$@DI1 y el plasmido pRS413
se realiz6 utilizando la enzima ADN ligasa del bacteri6fagdJha mezcla de ligacion (1)
se prepard mezclando 5 ng del wedigerido y defosforilado, 25 ng del inserto digerido, 1 U de

T4 ADN ligasa, y las condiciones Optimas para la reaccion (solucion amortiguadora: 50 mM de
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Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM de Cloruro de magnesio; 10 mM de Ditiotreitol; y 1 mM de ATP). La
reaccion s llevé a cabo durante la noche a €6

E I producto de IS®&DIl fuedransfectado enpcBlBad tompeteiiies
coli XL1-Blue MRF" mediante choque térmico (protocolo gen8ral§. Los cultivos fieron
incubados durante la noche a ¥. Las unidades formadoras de colonias capaces de crecer en
presencia de ampicilina fueron consideradas como transformantes estables. Para la identificacion
de clonas positivas (es decir, que contengan la region niadoria del genSdPDI1),
aleatoriamente se seleccionaron varias colonias, se cultivaron en medio liguilopLB se
realizé una extraccion del plasmido (protocolo gen8rall). Posteriormente, se realiz6 un
aralisis de restriccion, utilizando las endonucle&as y Xhd, basado en la variabilidad de la
longitud de los fragmentos de restriccion. Los productos de la digestion fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de agarosa%l @rotocolo genera.3.5. Las clonas positivas

fueron designadas como p13XDEL2.

3.4.4. Construccion del vector p13PsXDEL?2

E I pr oductSiPDId éorr@spoRdieted a la region promotora) y el plasmido
p13XDEL2 fueron digeridos com$ endonucleasas de restriccApdl y Xhd. Inicialmente, se
prepararon dos mezclas independientes de digestidrLj2Z¥nteniendo Trg del producto PCR
0 500 ng del vector, 20 U de la endonucleapa y las condiciones Optimas para la reaccion
(solucich amortiguadora: 560M de Acetato de potasio; 20M de Trisacetato, pH 7.9;
10mM de Acetato de magnesio; ymiM de Ditiotreitol). La reaccién de digestion kevo a

cabo durante 1 h a 2&.
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Posteriormente, se realizé la segunda digestion, con 20 @ dazimaXhd, en un
volumen final de 50 pL, donde las concentraciones de la mezcla de reaccion fueron ajustadas. La
reaccion de digestion se llevo a cabo durante 1 h a 37 °C.

Adicionalmente, el plasmido p13XDEL2 fue defosforilado utilizando 10 U detéssfa
alcalina pCIP) durante 30 min a 37C. Posteriormente, el vector (digerido ysfdsforilado) fue
analizado mediante electroforesis en agarosa a&ol(protocolo general 2.3.5.) y purificado (a
partir de gel de agarosa) utilizando un estuche conhgpc@ocolo genera.3.2. Por otro lado,
el pr oduc S®@DIllddegerit®o@uR pulifidado utilizando un estuche comercial (protocolo
general3.3.3.

La reacciorde ligacion de la region promotora del g&®DI1 y el plasmido p13XDEL2
se realizo6 utilizando la enzima ADN ligasa del bacteriéfagdJh mezcla de ligaciéon (1L) se
preparé mezclando 5 ng del vector digerido y defosforilado, 25 ng del inserto aligeddleT 4
ADN ligasa y las condiciones éptimas para la reaccion (solucion amortiguadora: 50 mM de Tris
HCI, pH 7.5; 10 mM de Cloruro de magnesio; 10 mM de Ditiotreitol; y 1 mM de ATP). La
reaccion se llevo a cabo durante la noche &C16

El productodd a | i gaci - rBdPpllfBedrBnsfectado®d células competentes
E. coli XL1-Blue MRF" mediante choque térmico (protocgkneral3.3.6. Los cultivos fueron
incubados durante la noche a ¥7. Las unidade formadoras de colonias capaces de crecer en
presencia de ampicilina fueron consideradas como transformantes estables. Para la identificacion
de clonas positivas (es decir, que contengan la regién promotora &Rj2ii), aleatoriamente
se seleccionarowarias colonias, se cultivaron en medio liquido-ABip y se realizd una

extraccion del plasmido (protocolo gener@l3.]). Posteriormente, se realiz6 un analisis
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endonucleolitico, utilizando las endonucleagg@sl y Xhd, basado en la variabilidad de la
longitud de los fragmentos de restriccion. Los productos de la digestion fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de agarosa%l @rotocolo genera.3.5. Las clonas positivas

fueron designadas como p13PsXDEL2.

3.4.5. Construccion del vector pYEhPDI

El producto de PCREhPDI (correspondiente a la secuencia codificante para el
polipéptido maduro) y el plasmido p13PsXDEL2 fueron digeridos con las endonucleasas de
regriccion BanHI y Xhd. Se prepararon dos mezclas independientes de digestionij25
conteniendo Ing del producto PCR o 500 ng del vector, 20 U de ambas endonucleasas y las
condiciones Optimas para la reaccién (soluciéon amortiguadoranMLUris-HCI, pH79;
50mM de Cloruro de sodio; @M de Cloruro de magnesio; ymiM de Ditiotreitol). La
reaccion de digestién se llevo a cabo durante 2 h €37

Adicionalmente, el plasmido p13PsXDEL2 fue defosforilado utilizando 10 U de fosfatasa
alcalina bCIP) durante30 min a 37 C. Posteriormente, el vector (digerido y defosforilado) fue
analizado mediante electroforesis en agarosa aol(protocolo generad.3.5 y purificado (a
partir de gel de agarosa) utilizando wtuehe comercial (protocolo gene8aB.2. Por otro lado,
el producto de PCEERhPDI digerido fue purificado utilizando un estuche comercial (protocolo
generaBB.3.3.

La reaccion de ligacion de la secuencia codificante para el péptido maduro BeP@dn
y el plasmido p13PsXDEL2 se realizo utilizando la enzima ADN ligasa del bacterigfagod

mezcla de ligacion (161) se preparé mezclando 10 ng del vector digeyidiesfosforilado, 25
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ng del inserto digerido, 1 U d& ADN ligasa y las condiciones Optimas para la reaccion
(solucion amortiguadora: 50 mM de FHECI, pH 7.5; 10 mM de Cloruro de magnesio; 10 mM
de Ditiotreitol; y 1 mM de ATP). La reaccion se llevoadbe a temperatura ambiente durante 2 h.

El producto de la ligacion p13XDELRHPDI fue transfectado en células competeites
coli XL1-Blue MRF" mediante choque térmico (protocolo gen8ral§. Los cultivos fueon
incubados durante la noche a ¥7. Las unidades formadoras de colonias capaces de crecer en
presencia del ampicilina fueron consideradas como transformantes estables. Para la
identificacion de clonas positivas (es decir, que contengan la secueniieantel para el
péptido maduro de la enzim@hPDI) aleatoriamente se seleccionaron varias colonias, se
cultivaron en medio liquido LBBmp y se realiz6 una extraccion del plasmido (protocolo general
3.3.D).

Pogeriormente, se realizé un andlisis endonucleolitico, utilizando las endonucleasas
BanHI y Xhd, basado en la variabilidad de la longitud de los fragmentos de restriccion. Los
productos de la digestion fueron analizados mediante electroforesis en gerasaag 1.5%

(protocolo generad.3.9. Las clonas positivas fueron designadas comehPDI.

3.5.  Estrategia de construccidon de los vectores que portan las variantes de EhPDI

Los plasmidos que portan una variantd den EhPDI fueron obtenidos siguiendo el
procedimiento utilizado para la construccion del vectoERDI (materiales y métoda3.4.5.
Las mutaciones presentes en las variantes ddtigel (RM05, RM06, RMO7RM10 yRM15)
se muestran en las Talla Las variantes del geBhPDI fueron caracterizadas mediante un

analisis de restriccion, utilizando las endonucle&ka BsBl y Xhdl.
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Para digestiones simples, se | Tabla 5. Nomenclatura utilizada para

) B identificacion de los vectores que expresan
prepar6 una mezcla de reaccion (10 | ygriantes deEHPDI.

L) contenieo 250 ng del plasmido Variante  N-Tx/GTx Mutacién

purificado, 1 U de la enzimBsBI y PERPDI  CGHC/ CGHC Silvestre
PYRMO5 SGHS/CGHC C44S, C47S

PYRMO6 CGHC / SGHS C160S, C163S
PYRMO7 ~SGHC / SGHC C44S, C160S
g . . | PYRM10 CGHS/CGHS C47S, C163S
reaccion (solucion amortiguadora: 20 | jyRM15 SGHS/SGHS C44S, C47S, C143S, C163S

las condiciones Optimas para la

mM de Trisacetato, pH 7.9; 10 mM

de acetato de magnesio; 50 mM acetato de potasio; y 1 mM de Ditiotreitol). La reaccion fue
llevada a cabo durante 1 h a®5Por otro lado, para digestiones dobles, se preparé una mezcla
de reaccioén (10 pL) conteniendo 250 ng del plasmido purificado, 1 Ncde 1 U Xhd vy las
condiciones Optimas para la reaccion (20 mM de-deitato, pH 7.910 mM deAcetato de
magnesio; 50 mM dé\cetato de potasio; y 1 mM deitDtreitol). La mezcla fue incubada
durante 1 h a 3. Cada mutante fue nombrada de acuerdo al plasmido parental correspondiente
(Tabla 5). Posteriormente, los productos de restridtiéron analizados mediante electroforesis

en gel de agarosa al 20 (protocolo generd.3.5.

3.6.  Estrategia de construccion del vector pYScPDI

Mediante un andlisis bioinformético del patrén de restriccion del plasmido pCT38, se
observd que la unidad transcripcional del dgedPDI1 puede ser obtenida utilizando las
endonucleasas de restriccidypa y Sacll; ademas, puede ser subclonada en el plasmido

pRS413. Para este fin, se utiliz6 el plasmido pYRM15 como aceptor de la unidad transcripcional.
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Los plasmidos pCT38 y pYRM15 fueron digeridos con las endonuclégshy Sadl.

Se prepararon dos mezcladépendientes de digestion (25 pL) conteniendo 500 ng de vector, 20
U de ambas enzimas y las condiciones Optimas para la reaccion (solucibn amortiguadora:
10mM de TrisHCI, pH7.9; 50mM de Cloruro de sodio; @M de Cloruro de magnesio; y

1 mM de Ditiotretol). La reaccion de digestién se llevo a cabo durante 2 hGa 37

Adicionalmente, el vector pYRM15 fue defosforilado utilizando 10 U de la enzima
fosfatasa alcalinabCIP) durante 30 min a 3€. Posteriormente, el vector (digerido y
defosforilado) fue amlizado mediante electroforesis en agarosa al%.§protocolo general
3.3.95 y purificado (a partir de gel de agarosa) utilizando un estuche comercial (protocolo general
3.3.2. Por otro lado, el producto de digesti&PDI1 fue purificado utilizando un estuche
comercial (protocolo general3.3.

La reaccion de ligacion de la unidad transcripcional delSgPDI1 y el veabr pRS413
(parental de pYRM15) se realizo utilizando la enzima ADN ligasa del bacteriéfagdna
mezcla de ligacion (161) se preparé mezclando 10 ng del vector digeridosfodéorilado, 25
ng del inserto digerido, 1 U de la enzirig ADN ligasay las condiciones éptimas para la
reaccion (soluciéon amortiguadora: 50 mM de “HiSI, pH 7.5; 10 mM de Cloruro de magnesio;

10 mM de Ditiotreitol; y 1 mM de ATP). La reaccién se llevo a cabo a temperatura ambiente
durante 2 h.

El producto de la ligacion pRS4®RPDI1 fue transfectado en células competeliies
coli XL1-Blue MRF" mediante choque térmico (protocolo gen8ral§. Los cultivos fueron
incubados durante la noche a ¥7. Las unidades formadoras de colsniapaces de crecer en

presencia de ampicilina fueron consideradas como transformantes estables. Para la identificacion
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de clonas positivas (es decir, que contengan la unidad transcrif@i2ill) aleatoriamente se
seleccionaron varias colonias, se cualton en medio liquido LB\mp y se realizé una
extraccion del plasmido (protocolo gene3a.1).

Posteriormente, se realizé un andlisis endonucleolitico, utilizando las endonudleaisas
y Sadl, basado en l@ariabilidad de la longitud de los fragmentos de restriccion. Los productos
de la digestion fueron analizados mediante electroforesis en gel de agaros# dpfofocolo

general3.3.5. Las clonas positivas é&ion designadas como S¥°DI.

3.7.  Aislamiento de la cepa mutante haploide P DI 1/ p Glc&eBisiad e

3.7.1. Preparacion del plasmido pCT38 a alta concentracion

Para obtener una alta concentracién del plasmido pCT38, se obtuvo la pastilla celular de
un cultivo bacteriano de 50 m(LB-Amp) de la cepé. coli XL1-Blue MRF" portadora de
plasmido. Posteriormente, se realizaron rpimiificaciones de alta concentracién utilizando un
estuche comercial (protocolo geneBaB.l). La determinacion de la concentracion del ADN

plasmidico se realiz6 m&nte espectrofotometria UV (260/280 nm).

3.7.2. Preparacion de células de levadura BY4743-YCL043c electrocompetentes
A partir de un cultivo joven, se aislé6 una colonia de la degierocigotadiploide
BY4743'YCL043cdeS. cerevisiag se inocul6 en 50 mL daedio YPD suplementado con 200

pMg/mL de G418. El cultivo de incub6 a 30 °C, con agitacion vigorosa-3300rpm), hasta
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obtener una densidad de 1 x®@#lulas/mL. Posteriormente, las células fueron cosechadas,

lavadas y resuspendidas en un volumen fied.8 mL de 1 Miesorbitol frio, estéril.

3.7.3. Transformacion de células de levadura BY4743-YCL043c

El plasmido pCT38 fue transfectado en las células electrocompetentks aipa
heterocigota diploideBY4743YCL043c de S. cerevisiaemediante choque eléctric&cn un
microtubo, se prepar6 una mezcla conteniendo 1 pg del plasmido y 200 pL de células
competentes, se mantuvo en hielo durante 5 min y se transfirié a una celda de electroporacion de
2 mm. Para el choque eléctrico, se utilizaron las siguientes comelici25 uF de capacitancia,
200 ohms de resistencia y un voltaje de 2.5 KV. Después del pulso de electroporacion, las
células fueron recuperadas mediante la adicion de 1 mL de 1 M sorbitol estéril e incubacion a
30 C (con agitacion suay&00 rpm durantel5 min.

Las transfectantes diploides estables URfveron seleccionadas en medid S
suplementado con 20 mg/L de histidina, 60 mg/L de leucina yr808L de G418. A partir de
la suspension de células recuperadas,n20fieron sembrados (plagueados) esdperficie del
medio selectivo e incubada durante 48 h a@0Las unidades formadoras de colonias capaces
de crecer en presencia del antibidtico y en ausencia de uracilo fueron consideradas como
transfectantes estables, las cuales fueron nombradasospabeterocigotadiploide BY4743

YCL043dpCT38.
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3.7.4. Andlisis aleatorio de esporas (Random Spore Analysis)

Esporulacién A partir de un cultivo joven, se aisldé una colonia de la tegperocigota
diploide BY4743YCL043c/pCT38 de S. cerevisiaey se sembrd en edio soélido YPD
suplementado con 200 pg/mL de G418. El cultivo de incubdé a 30 °C durasité b2
posteriormente, un colonia fue aislada e inoculada en 2.5 mL de medio de esporulacion (1% de
Acetato de potasio; 0.025% de Glucog@00 pug/mL de G418). Lasporulacion se llevo a cabo
durante 10 dias, incubando el cultivo a 25 °C con agitg8i@®350 rpm)

Obtencion de espora&n un tubo coénico estéril, se cosecharon las células de 1 mL del
cultivo de esporulacion y se resuspendieron en 0.2 mL de agtib katéupturay liberacion de
esporas se real i z-glucadhidada eentubandoxdl@réante U h al 30 °(con
agitacion 300 rpn); posteriormente, se agregaron 0.15 g de perlas de vidrio (0.5 mm) y se
continuo la incubacion durante 1 h a 30 °C (con agita8ién rpn). Finalmente, se afiadié 1 mL
de agua estéril. Para completar la ruptura y liberacién de esporas, la suspensién celular fue lisada
vigorosamente mediante agitacion en vortex durante 2 min y se afiadieron 4 mL de agua estéril.
Este procedimiento gartiza la liberacidén de esporas en unl®% de las células diploides.

Las esporas (células haploides) estalope® /pCT38 URA" de S. cerevisiadueron
seleccionadas en medi®Suplementado con 20 mg/L de histidina, 60 mg/L de leucina y 200
ng/mL de G418. Inicialmente, se realizaron diluciones dé 40L.0° de la suspensién de

esporulacién y sembraron (plaquegrg@0ni en la superficie del medio selectivo. Los cultivos

fueron incubados durante 48 h a 8D
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3.7.5. ldentificacion de la cepa mutante haploide pP D1 1/ p Glc&eBisiad e

La cepa mutante haploide

P D/pCT38 deS. cerevisiaefue Tabla 6. Medios de cultivo para seleccidon i
célulashapldk Sa npt 5L mMKkLY ¢Coy

identificada mediante un andalisis de
Componente SD+HLW SC+HLW+U/FOA

crecimiento en medios selectivos. Las

YNB 0.67 % 0.67 %
] ) Glucosa 2% 2%
unidades formadoras colonias G418 200 pg/mL 200 pg/mL
Histidina 20 mg/L 20 mg/L
(obtenidas mediante el analisis Leucina 60 mg/L 60 mg/L
Triptéfano 20 mg/L 20 mg/L
aleatorio de esporas) fuerome- Uracilo - 20 mg/L
5-FOA - 0.1%

sembradas eros medios sintéticos
SD+HLW (carente de urdo y FOA) y SD+HLW+U/FOA (suplementado con uracilo y FOA)
(Tabla 6). Los cultivos fueron incubados durante -796 h a 30 °C.Aquellas unidades
formadoras de colonias capaces de crecer en ausencia de uracilo/FOA e incapaces de crecer en
presencia de éstdsieron congleradas como clonas positivas.

Ademas, se realiz6 un andlisis de auX@dsy utilizando medios sintéticos selectivos. La

composicion y concentracion de cada medio selectivo se muestra en Tdlda @lonas

Tabla 7. Medios selectivos utilizados para caracterizaciéon
| dZE2 G NREFNIFI & RS 1 OSLI KI L3} ;

Componente SD-H SD-L SD-U SD-W
YNB 0.67 % 0.67 % 0.67 % 0.67 %
Glucos 2% 2% 2% 2%
G418 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL
Histidina - 20 mg/L 20 mg/L 20 mg/L
Leucina 60 mg/L -- 60 mg/L 60 mg/L
Uracilo 20 mg/L 20 mg/L -- 20 mg/L
Triptéfano 20 mg/L 20 mg/L 20 mg/L -
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positivas fueron sembradas en los 4 medios sintétiosscultivos fueron incubados durante 72
- 96 h a 30 °C. Aquellasinidades formadoras de colonias con el fenotipo deseado fueron

nombradas comoepa mutantbaploidepP D1 1/ p GTc8révisigee

38 Compl ementaci - -n de | a/pCid3 de& nereasiahapl oi de @PDI

3.8.1. Preparacion de los plasmidos pYScPDI, pYEhPDI y pYRMs a alta concentracion

Para obtener una alta concentracion de los plasmid8ePd, pYEhPDI y las variantes
pPYRM (Tabla 5, se obtuvo la pastilla celular de un cultivo bacteriano de 5QUBLAmMp) de la
cepa XL1Blue MRF’ E. coli portadora depladsmido deinterés. Posteriormente, se realizaron
mini-purificaciones de alta concentracion utilizando un estuche comercial (protocolo general
3.3.). La determinacion de la concentracion del ADN plasmidico se realizoamedi

espectrofotometria UV (260/280 nm).

3.8.2. Preparacion de células electrocompetentes P D1 1 / pleSTc&eBisiae

A partir de un cultivo joven, se aisl6 una colonia de la cepdante haploide
P DI 1/ @eST @&r@visiag se inoculd en 50 mL de medio ligo  suplementado con
200 pg/mL de G418. El cultivo de incubo6 a 30 °C, con agitacion vigorosa3&@D@pm), hasta
obtener una densidad de 1 x®X#lulas/mL. Posteriormente, las células fueron cosechadas,

lavadas y resuspendidas en un volumen fin&.8enL de 1 M sorbitol frio, estéril.
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3.8.3. Transformacion de la cepa mutante haploi de @PDI 1/ pCT38 de S. cer

El plasmido p¥sdDlI, pYEhPDI, o sus variantegYRM (Tabla 5) fueron transfectados
en las células electrocompetentt® | a cepa mut ant e I[Sacprévisihed e P
mediante choque eléctrico.

En un microtubo, s@repar6 una mezcla conteniendo 1 pg del plasmido y 200 pL de
células competentes, se mantuvo en hielo durante 5 min y se transfiri6 a una celda de
electroporacion de 2 mm. Para el choque eléctrico, se utilizaron las siguientes condiciones: 25
MF de capacitncia, 200 ohms de resistencia y un voltaje de 2.5 KV. Después del pulso de
electroporacion, las células fueron recuperadas mediante la adicion de 1 mL de 1 M sorbitol
estéril e incubacion a 30 (con agitacion suay@00 rpm durante 15 min.

Las transfe@ntes (mutantes haploides) estables @P DI / ppSSd3D8,

@PDI / pCHBME /opY P DI / pCT3URA'p NI® Mde S. cerevisiae fueron
seleccionadas en medio SD suplementado con 60 mg/L de leucinang/200 de G418. A
partir de la suspensién de células recupesa 200l fueron sembrados (plaqueados) en la
superficie del medio selectivo e incubada durante 48 h €30

Las unidades formadoras de colonias capaces de crecer en presencia del antibiético y en
ausencia de uracilo e histidina fueron consideradas cvamsfectantes estables, las cuales
fueron nombradas conmutanteshaploids P DI 1/ p G®PP8/, p YpP DI IEMADCT3 8/ p°

o @PDI 1/ RMSUSS3derpvisiae
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3.8.4. Ensayo de intercambio de plasmidos

Las cepas mutantes haploides transfectantes establespP DI 1/ p G®PBIB/ p Y
P DI 1/ p EGAP3D8I/ poY P DI RMspeSTcar8visipdYeron sometidas anuensayo
de intercambio de plasmidoglésmid shufflinycon el fin de conocer & enzimaEhPDI, o sus
variantespRMYs, complementa la funcion dela enzimaSdDI1 (el plasmido p8dDI fue
utilizado como control positivo del ensayo). Las capatantedaploidestrasnfectantes estables
fueron sembradas dos medios sintéticoSD+L (carente de uracilo y FOA) y SD+L+U/FOA

(suplementado con uracilo y FOAJabla 8).

Tabla 8. Medios de cultivo para €
ensayo de complementacio
funcional.

Los cultivos fueron incubados durante 9620

h a 30 °C.Aquellas unidades formadoras de

. . Componente SD+L SD+L+U/FOA
coonias capaces de rescatar el fenotipo ;s P

YNB 0.67 % 0.67 %
decir, capaces de crecer en presencia de | Glucosa 2% 2%
G418 200 ug/mL 200 pg/mL
uracilo/FOA, fueron consideradas como clonas | Leucina 60 mg/L 60 mg/L
Uracilo - 20 mg/L
FOA - 0.1 %

positivas (complementantes).

Ademas, se realizé un andlisis de
auxotrofias, utilizando medios sintéticos selectivos. dmposicién y concentracién de cada
medio selectivo se muestra en Tabld & clonas complementantes positivas fueron sembradas
en los 4 medios sintéticos. Los cultivos fueron incubados durante 72 h a 30 °C. Aquellas
unidades formadoras de colonias confetotipo deseado fueron nombradas coospas

mutantehh ap | oi d e SSPPR DI IHEBN DL/, p YpRM$ de $. perevisiae
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Tabla9. Medios de cultivo utilizados para la caracterizac
de auxotrofias de las células complementarteda funcién

de ScPDI1.

Componente SD-H SD-L SD-U SD-W
YNB 0.67 % 0.67 % 0.67 % 0.67 %
Glucosa 2% 2% 2% 2%
G418 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL 200 pg/mL
Histidina - 20 mg/L 20 mg/L 20 mg/L
Leucina 60 mg/L - 60 mg/L 60 mg/L
Uracilo 20 mg/L 20 mg/L - 20 mg/L
Triptéfano 20 mg/L 20 mg/L 20 mg/L -

3.9.  Curvas de crecimiento celular

Las cepas mutantes haploidgsP D1 S DY , o FEBPDLY/oqgP D | RMQ@6 de
S. cerevisiaecapaces de complementar el fenotipo letal fueron caracterizadas mediante la
determinacion del tiempo de duplicacion, utilizando curvas de crecimiento celular. A partir de
cultivos jovenes, se d#on colonias, se inocularon en 5 mL de medio liquido YPD
suplementado con 200 pg/mL de G418 y se incubd a 30°C durante 24 h, con agitacion vigorosa
(30071 350 rpm). Para normalizar la cantidad de células presentes en cada cultivo, se estimé la
densidad elular mediante espectrofotometria (§3§2 Posteriormente, se transfirieron 0.1 U
DOgs0 a 3 mL de medio de cultivo fresco (YPD suplementado con 200 pg/mL de G418). Los
cultivos se incubaron a 30 °C, con agitacion vigo@8®i 350 rpm) durante 10 h. Bbrimer
registro de D@5 se realizo a los 5 min (t = 0); enseguida, la cinética de crecimiento celular fue
monitoreada registrando la $§9cada hora.

Las curvas de crecimiento celular fueron realizadas por duplicado y las determinaciones

del tiempo de dplicacion resultan del promedio de dos experimentos independientes. El tiempo
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de duplicacién celular fue calculado a partir de la rapidez especifica de crecimiento celular,
utilizando la siguiente ecuacion:
t =In2/m

Donde p representa la rapidez especifica de crecimiento celular y t el tiempo de duplicacion.

3.10. Inmunodeteccion de EhPDI mediante western blot

3.10.1. Extraccion de proteinas totales

Las proteinas totales fueron preparadas a partir de cultivos jovenes, sigurendo
protocolo reportado en la literatufd)]. Brevemente, una pastilla celular de 2.5 UgRQue
lavada mediante la adicion de 0.2 mL de 0.1 M de NaOH, incubada a temperatura ambiente
durante 5 min y centrifugi durante 2 min a 10,000 rpm. La pastilla celular, tratada con alcali,
fue resuspendida en 5@ de amortiguador de carga 2X, desnaturalizante y reductor (0.05 M de
Tris-HCI, pH 6.8; 10% de Glicerol; 2.5% de Dodecil sulfato de sodio; % de 2
Mercaptoetanol; y 0.002% de Azul de bromofenol). La lisis y desnaturalizacion por calor se
llevo a cabadurante 10 min a 95°C. El lisado celular fue mantenido en hielo hasta su aplicacion

en los ensayos d8DSPAGEY Western blat

3.10.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
El analisis cualitativo de la expresion B&PDI, de su varianteRMO06, y del control
S®DI1 fue realizado mediante la separacion electroforética de proteinas en gel de

poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes y reducts2SHAGE). Después de un pulso
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de centrifugacion, 6rL del extracto proteico (sobrenadante)réue cagadosen un gel de
poliacrilamida al 12.3%. Dos geles fueron preparados de acuerdo a protocolos estandar de
laboratorio 0], uno para tincién con azul domassig otro para un analisis tip&/estern blot

(WB).

3.10.3. Electrotransferencia de proteinas e inmunodeteccion (Western blot)

Después de la separacion electroforética, las proteinas fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, utilizando el sisteniterion® Blotter (BioRagd y siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el proveedor: inicialmente, el gel fue equilibrado con el
amortiguador de transferencia frio (25 mM de Tris; 192 mM de Glicin&p1de Metanol);
posteriormente, se prepard6 un sistema masferencia tipo emparedado (absorbgete
nitrocelulosaabsorbente); y enseguida, se procedlé electrotransferencia, durante 30 min a
100 V; finalmente, la membrana de nitrocelulosa fue separada del emparedado y se procedio al
reconocimiento con aicuerpos (inmunodeteccion).

Previo al reconocimiento, la membrana de nitrocelulosa fue bloqueada durante la noche
con solucion de blogueo (10 mM de THEI, pH 7.5; 150 mM d&€loruro de sodip0.05% de
Tweef? 20; y 5% de IechéSveIt)'; [Nestl€]). Al dia siguiente, la membrana de nitrocelulosa fue
lavada con TBST (10 mM de T#4Cl, pH 7.5; 150 mM de ©kuro de sodipy 0.05% de
Tweef? 20) durante 30 minutos (3 lavados de 10 min). El reconocimiento primario fue realizado
utilizando unanticuerpo policlonal de conejo athPDI (dilucién 1:1000 en TBST) durante 1 h.

La membrana de nitrocelulosa fue lavada nuevamente con TBST durante 30 min. El

reconocimiento secundario fue realizado utilizando un anticuerpo policlonal de calmanaoti
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conjugado a fosfatasa alcalina (dilucion 1:5000 en TBST) durante 1 h. La membrana fue lavada
nuevamente con TBST durante 30 min. Finalmente, el reconocimiento indirecto fue revelado
utilizando una solucion que contiene una mezcla del sustrato cronmganécfosfatasa alcalina
BCIP (fosfato de Hromo4-cloro-3-indol) y el amplificador de la sefial NBT (nitroazul de

tetrazolio). La reaccién se detuvo (a criterio) agregando una solucién 5 mM de EDTA, pH 8.0.

3.11. Analisis cualitativo de la presencia del gen EhPDI y su variante RMO06 en la cepa

hapl oi de @PDI 1

3.11.1. Extraccion de plasmido a partir de células de levadura

El andlisis cualitativo de la presencia de los gdft#DI silvestre asi comta variante
RMO06 en la cepa mutantehaploide qpP D | EhPDY o @PDI de/Sp vYeRWHBE
regpectivamente,se realizOmediante la amplificacién y deteccion por PQRilizando un
protocolo estanddr], ligeramente modificado. Brevemente, a partir de un cultivo joven de 1.4
mL (crecido en medio YPD suphentado con 200 pg/mL de G418) se coseché el paquete
celular y, posteriormente, fue resuspendido en 200 pL de solucién de I%isiéTriton® X-
100; 1% dedodecil sulfato de sodid00 mM de Gbruro de sodip10 mM de TrisHCI; pH 8.0;
y 1 mM de EDTA). En seguida, se adicionaron 200 pL de wuna solucion
fenol:cloroformo:alcohelsoamilico (25:24:1) y 0.3 g de perlas de vidriamados con acidd.a
lisis celular fue favorecida por agitacion tipo vortex durante 2 min. Finalmente, se realizaron dos
extraccones con 1 vol de cloroformo. La fase acuosa fue separada y utilizada para la

amplificacion por PCR de los gengdgDI1, EhPDI y RM0G

70



3.11.2. Amplificacion por PCR de ScPDI1, EhPDI y RMO06

Los pl 8smidos aislados a partir de | as
utilizando oligonucledtidos especificos para los genes paPDI (NBEhPDI y CXEhPDI) y
paraS®DI1 (ScPDI1F y ScPDI1R). Se prepararon mezclas independientek)(60nteniexdo
5 yL de cada extracto plasmidico, 2.5 U daq ADN polimerasa, 0.3nM de los
oligonucledtidos especificos para cada gen,r@aale dNTPS y las condiciones Optimas para la
reaccion (solucion amortiguadora: 10 mM de “HiSI, pH 8.3; 50 mM de Cloruro daotasio; y
1.5 mM de Cloruro de magnesio). La amplificacion se realizé utilizando las condiciones estandar
de termociclado (protocolo genefaB.4. El producto de amplificacion fue analizado mediante

electrofaesis en gel de agarosa al %5protocolo generd.3.5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Laenzima PDI es importante para la biologia celular de E. histolytica

En células eucariotas, una de las caracterististsiceurales de la mayoria de las
proteinas secretadas es la presencia de enlaces disulfuro. La enzima PDI es el principal
catalizador biolégico de la formacion y rearreglo de enlaces disulfuro en el RE y su actividad
oxidoreductora depende de un par dgedhas presentes en el motivo CXXC de sus dominios
[14, 27).

El protozoario intestinaE. histolytica agente causal de la amibiasis humaé3, [
depende en gran medida de sus actividades citoadherente, citotoxica y citolitica para su estilo de
vida parasitarioEsta actividadesa su vez, dependen de factores de virulencia (tales como la
lectina de unién a galactosa#setil-galactosamina o las proteinas formadoras de poros) que

contienen enlaces disulfuro importantes para adoptar su estructura nativa y fuBOdtil |

4.2. Laenzima PDI de E. histolytica exhibe caracteristicas estructurales relevantes

La enzimaEhPDI presenta dos dominidx con alta similitud a la tiorredoxina bacteriana
y los dominiosTx de la PDI humana. Aun mas, en un analisis de prediccion de la estructura
secundaria, se observo que éstos exhiben el patron de plegamiento caracteristico de los dominios
Txfuncionales 46].

Por otro lado, ambos dominiokx de la enzimaEhPDI poseen el motivo estructural

CGHC (Figurab), en los cuales los residu@ysson esenciales para la actividad oxidasavo
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ya que la enzima pierde la capacidad asistir el plegamiento oxidativo de la fosfatasa alcalina
bacteriana cuando los residuos@igs son sustituidas pdser[31]. El reemplazé de los atomos
de azufre por oxigeno no tiene impacto significativo en la capacidad de las enzimas PDI para

unirse a los polipéptidos; es decir, no altera las funciones no enzimatkas [

4.3. S. cerevisiae como modelo para el estudio de la enzima PDI de E. histolytica

El gen SAPDI1, codificante para la principal oxidorreductasa de la familia PDI de S.
cerevisiae, es esencial para la supervivenvia celldabll]. EIl genoma dé&. cerevisiagontiene
otros cuatro genes no esenciales, homoélogos a PDI1: MPD1, MPD2, EUG1 y EPS1. Sin
embargo, MPDI1 es el unico homélogo capaz de compitam&as funciones esenciales de PDI1
cuando se expresa bajo el control del promotor de PDI1. Por otro lado, EUGL1, cuyo sitio activo
exhibe el CXXS, también puede complementar las funciones de PDI1 cuando su sitio activo se
muta a CXXC. Ambos resultados mdeestran que, a nivel molecular, la funcién esencial de
S@PDI1 depende de un promotor fuerte y de la presencia del motivo-r@ddotor CXXC 55,

42].

Considerando lepapel bioquimican vivo de la enzime&S®DI1 y el fenotipo letal, un
ensayo de compiee nt aci - n funci onal de 3. eerevisiadaasidb e hap
utilizado como modelo heterélogo para estudiar el papel biolégico de enzimas ortologas a
S@®DI1. Este ensayo ha sido aplicado exitdsamente para estudiar las enzimas NRH de
musculis y Rattus norvegicufl8, 27], Dictyostelium discoiduerf89], Aspergillus nigef4qQ] y
Homo sapieng26]. Sin embargo, debe tenerse en consideracion que la enzima ort6loga debe

expresarse de manera episomal; ya que, aparentemente, no es posible lograr complementacion a
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partir de genemtegrados en el genoma de la levadura, tal como se observé para la enzima PDI
humana 26.

Por lo tanto, y teniendo en consideracion lo antes expuesto, el ensayo de
compl ementaci - -n de | ade & uwerevisiddfae consigedadoica® elqppP DI 1

modelo heterdlogo apropiado para estudiar el papel bioquimideo de la enzim&hPDI.

4.4. Elvector que expresa EhPDI bajo el control del promotor de ScPDI1

Como se describié anteriormente, es necesario un pldseidevadura que permita la
expresion de la enzimihPDI bajo el control del promotor del ge8dPDI1; ademas, que
contenga un origen de replicacion centromérico y que permita la seleccion por complementacion
de una auxotrofia (preferentemente diferenieaailo).

Para este fin, se disefio la estrategia de construccién de un vector que contenga las
regiones promotoras y terminadoras del gen silv&R®I1 y que exprese la enzirdaPDI con
dos etiquetas: (i) en el amino terminal, el péptido sefial de im&&PDI1, para favorecer el
mecanismo de reconocimiento y transporte hacia el RE; y (i) en el carboxilo terminal, el
tetrapéptido HDEL, para favorecer el mecanismo de retencion en el RE. La estrategia de
construccion fue disefiada en tres etapas, utdizaal vector comercial pRS413 (CEN/ARS

HIS3) como plasmido parental.

Construccion del plasmido p13XDEL2
E I pl 8smi do pl13XDEL?Z2 SiRDI(¢tiqguetd HDEL yelgsecuencia3 6 d e

terminadora del gen. a r egi - n 3 0 mddardePCGRutizandd oligoaudedtidos
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especificos y el plasmido pCT38 como molde. El producto de PCR obtenido fue digerido con
endonucleasas de restriccion y, posteriormente, ligado en el vector pRS413. Mediante un analisis
del patron de la longitud de los fragmentiss restriccion (datos no mostrados) fue posible

identificar y caracterizar el vector mobinante p13XDEL2 (5.088 Kb).

Construccion del plasmido p13PsXDEL2

El plasmido p13PsXDEL2 es wector filial del plasmido p13XDEL2, el cual contiene la
insercibndd a r e gi - rBdPBI§secdeadia prgreotora y péptido sefal del gen) corriente
arriba de ddmsmogapli a nr @i -n 506 fue amplificada
oligonucledtidos especificos y el plasmido pCT38 como molde. El producto de R&fkdo
fue digerido con las endonucleasas de restriccibn y, posteriormente, ligado en el vector
p13XDEL2. Mediante un analisis del patrén de la longitud de los fragmentos de restriccion
(datos no mostrados) fue posible identificar y caracterizar el vestombinante p13PsXDEL2

(5.599 ph).

Construccion del plasmido pYEhPDI

El plasmido Y EhPDI es un vector filial de BPsXDEL2, el cual contiene la insercion
de la secuencia codificante para el polipéptido maduro de la el en fase con el
péptido séal y la secuencia de retencion del @RDI1. La secuenci&hPDI fue amplificada
mediante PCR utilizando los oligonucledtidos especificos y el plasmido pBRRIB como
molde. El producto de PCR obtenidéur digerido con endonucleasas de restriccion vy,

posteriormente, ligado en el vector p13PsXDEL2. Mediante un analisis del patrén de la longitud
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PYEhPDI

6571 bp

Kpnl
Apal

Xhol EcoRV

— Apal
— BsBI
— BamHI
— Ncol
— Bgm
— Ncol
— Xhol

PS | N-Tx | | C-Tx | D >W

Figurall. Representacion circular del plasmiddghivDI.
Se muestra la unidad transcripcional del ggit 5L > St 3ISy ol OG SN

lactamasa (Amj), el gen de levadura para la proteina HIS8syorigenes de ColE1 y CEN/AI
de bacteria y de levadura, respectivamente. La talla molecular y algunos los sitios de rest
también son indicados. El panel de abajo muestra la representacién grafica de la fusion e
genEMPDI y las regionesgalatoriasdeSt 5L md { S Af dzadGNry €1 NE

sefial del gerS®DI1, los dominiodxy el dominio D del gefet 5L FaN O2Y

(terminadora) del genS@®DI1. Adicionalmente se muestran los sitios de corte por algt
endorucleasas.

de los fragmentos de de restriccion fue posible identificar y caracterizar el vector recombinante
pYEhPDI (6.571 Kb) (Figurd 1).

La Figura 2 muestra el analisidel patron de la longitud de los fragmentos de restriccion
del plasmido p¥hPDI, obtenido mediante el uso de endonucleasas especificas para el gen
EhPDI. Como se puede observar, el patron obtenido corresponde al esperado, con el pequefio

inconveniente dejue no se aprecia el fragmento de 348 pb (esperada en la digestion con la
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Bgll Apd Ncd M

Figura12. Analisis del vector [PDI.
Electrofaesis en gel de agarosa al 1.5 % en el que
observa el patron de digestion de B DI en presencia de
diferentes endonucleasas.

Tamafios esperados

Digestion corBgl 4586 y 1985 pb
Digestion corApa 6571 pb
Digestion corNcd 6223y 348 pb

M: DNAI /HindIl (Kb).

endonucleas#&lcd); sin embargo, es posible observar una diferencia significativa en la parte
superior del gel, comparando los fragmentos de alto peso molecular obtenidos con las
endnucleasaé\pa y Ncd, que asegura la presencia de la secudfit?Dl. Adicionalmente, la
secuencia del plasmido fue verificada mediante secuenciacion de ADN, a través la cual fue
posible asegurar la fusion en faseEh®DI con las sefiales de localizacnetencion en el RE

(resultados no mostrados).

4.5. Los vectores que expresan variantes de EhPDI

Con el objeto de analizar la participacion de los residiysgpresentes en los motivos
estructurales GHC de los dominiogx) en la funcion d&ehPDI, se reakaron construcciones
gue expresen variantes de la enz(p¥dRMs).

Para este fin, semplificaron las variantes RM05, RM06, RM07, RM1®RM15 [31], las

cuales contienen lagksiones mutantes dedazimaEhPDI (Tabla 4 Figura 10.
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TablalO. Variantes dé&zHPDI.
Se muegta la posicién de cada cambio con respecto a cada motivo estructural y los tamafios
fragmentos esperados en el analisis de restriccion por las endonucBsa®Ncd/Xhd.

Variante

PYEPDI
pYRMO5
PYRMO6
PYRMO7
PYRM10
PYRM15

Mutacién N-Tx/GTx Digestion con Digestién con
BstBI(pb) Ncd y Xhol (pb)
CGHC/CGHC 4793, 1328,450 5683, 540, 348
C44s, C47s SGHS/CGHC 4326, 1328,467, 450 6031, 540
C160S, C163S CGHC/SGHS 3978, 1328, 815, 450 5683, 888
C44s, C160S SGHC/SGHC 4793, 1328,450 6571
C47S, C163S CGHS/CGHS 3978, 1328, 467, 450, 348 5683, 540, 348

C44S, C47S, C160S, C16 SGHS/SGHS 3978, 1328, 467, 450, 348 6571

Posteriormente, los productos amplificados fueron ligados en el plasmido p13PsXDEL2,

fusionados en fase con las sefiales de localizacién y retencion en el RE (resultados no

mostrados).

A M, wt 05 06 07 10 15 M

B M, wt 05 06 07 10 15 M

Figura13. Andlisis de las variantes &PDI.

Fragmentos de restriccion separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Ps
digestion de pEHPDI, pYRMO05, pYRMO06, pYRMO07, pYRM10, y pYRM15 en presencis
endonucleasa (ABsBIl y con las endonucleas&&cd y Xhd (B). En ambos, se muestra ¢
marcadores de peso molecular {M-DNAHindll y My: 100-bp DNA laddex. PM en Kb.

78



Para caracterizar los plasmidos recombinantésnatns, se realizé un analisis del patrén
de la longitud de los fragmentos de restriccion, utilizando endonucleasas especificas para la
identificacbn de las mutaciong$ablal0, Figura 13)

Como se observa, es posible identificar y caracterizar las mutantes debido a la
variabilidad en el nimero o longitud de los fragos de digestion simplBgBI) o doble Nca
y Xhd). La Figura B muestra el patron de restriccion comparativo entre los plasmidos que
portanEhPDI silvestre o una versiébn mutante. Como se puede observar, tanto la digestion simple

como la doble fuerontiles para discernir el patrén esperado para cada construccion.
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4.6. Elvector que expresa ScPDI1, un control positivo del ensayo

Con el fin de tener un control positivo para el ensayo de complementacion funcional, se

realizd una construccion conteniend@ounidad transcripcional del gen 8e”DI1 en el vector

Xmnl

pYScPDI

7077 bp

Sacll

Apal
BsrBI

EcoRV

| | | |
T P S| a | b I b’ [ ] a L°>m

Figura 14. Representacion circular del plasmiddSagYDI.
Se muestran la unidad transcripcional del ggé 5L mx Sf 3ASy ol OGS
lactamasa (Amp), el gen de levadura para la proteina HIS3 y los origenes|Bé ¢ CEN/ARS
de bacteria y de levadura, respectivamente. La talla molecular y algunos los sitic
restriccién también son indicados.
El panel de abajo muestra una representacion grafica de la unidad transcripcional de
S®DI1, donde seobservan| NE3A sy pQ 0OLINRY2G2 NI 0Txact®dsa
yl Qlos inactivoby o @l dominiocz I aN O2Y2 I NB3IAsyYy 00Q
muestran los sitios de corte por algunas endonucleasas.
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pRS413 (plasmido parental de las construccione€hi®DIl y sus variantes). A partir del
plasmido pCT38 fue posible aislar la unidad transcripci®i@DI1, mediante la digestion con
las endonucleasaspa y Sadl; la cual, posteriormente fue subclonada en los mismos sitios del
plasmido pRS413 (donado por la construcciéon pYRM15). La Fighiraukestra un esquema del
vector pYSADI (7.077 Kb).

Adicionalmente, para caracterizar el plasmidé&@DI1 se reak6 un andlisis del patrén
de la longitud de los fragmentos de restriccion, utilizando entkasas especificas. La Figura
15 muestra el patrén de restriccién obtenido. Como se puede observar, el patron corresponde a lo
esperado, con ligeras excepciortes,como la ausencia del fragmento de 60 pb de la digestion

conBglll (ya que se sale del gel).

4.7. Lacepa mutante haploide A P OApCT38 de S. cerevisiae

Con el objetivo de aislar la cepa mutante haplgide D | 1S. cdrevisiaeiable, la cepa
heterocigotadiploide BY4743YCLO043c fue transfectada con el vector pCT38 y sometida a un
analisis aleatorio de esporas.

Inicialmente, & cepa B4743YCLO43cpCT38 fue aislada en medio SD carente de
uracilo. La transformacion fue de alta eficiencia, ya que se obtuvo una gran cantidad de unidades
formadoras de colonias, capaces de crecer en presencia de G418 y en ausencia de uracilo
(URAMY.

Posteriormenteja cepa BY4743rCL043cpCT38 fue inducida hacia esporulacion,
exhibiendo una baja&ficiencia (entre 5 y 10% después de 10 dias en condiciones de baja

concentracion de nutrientes y temperatura controlada.
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EcoRV

Spd : Anlisi _
M Net . Xmrd Ball BsBl Xia Figura15. Analisis del vector (S6°DI

Fragmentos de restriccion separados mediar
electroforesis ergelde agarosa al 2 %.

Tamaifos esperados
EciRVNotl 6007 y 1071 pb

Xmri 3316, 3241y 521 pb
Bgll 4339, 2679y 60 pb
BsBI 5300, 1328 y 450 pb
Spd/Xbd 5137y 1941 pb

M: DNA ladder 1 Kien Kb).

El aislamiento de esporas sea |l i z- medi ant e egiugprersdasa)-da enzi
los carbohidratos de la pared celular, permitiendo la liberacion de esporas (células haploides). La
seleccion inicial se realizé en medio SD carente de uracilo.

Sin embargo,para asegurar la idefitiacion de unidades formadoras deolonias
mutanteshaploidesqpP D/pCT38 deS. cerevisiaese realizd mediante un tamizadoupa
seleccién negativa en med&D, utilizando como agentes selectivos una mezclardeilo y
FOA.

Como el FOA es convertido aatcompuesto téxico (Buoroacilo) por el producto del
gen URA3 (5‘fosfato decarboxilasa), las coloniasutanteshaploidesqpP DI 1/ pCS.38 de
cerevisiaemueren en presencia de FOA; y por otro lado, las colonias diploides (parentales)
sobreviven en presercdel compuesto.

Para ilustrar esta estrategia de seleccion, la Figunaugstra el tamizado de 36 unidades

formadoras de colonias sembragdasmedio SD en ausencia o presenciardeilo yFOA.
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Figura16. Tamizado de 36 esporas en medio SD en ausencis

5-FOA/URA (A) y replica en presencia de ambos compuestos
El circulo muestra el fenotipo letal de una colonia mutante haplo
nt 5L Mk LIS erewsiaR S

Utilizando la estrategia anterior, la capatantehaplade P DI 1 / p GTc@r8visidee
fue exitGsamente aislada a partir de un amplio tamizado (>300 unidades formadoras de colonias).
Como h eficiencia de esporulacién fue muy baja, sélo se identificaron 4 colonias con las
caracteristicas fenotipicas deseadas.afdesinadamente, 3 de éstas fueron negativas a un
segundo analisis (datos no mostrados), restando sélo 1 colonia, potencialmente con el fenotipo
deseadpidentificada como RSA46. Para asegurar la identificacion, la cepa R384fue

sometida a un tercenalisis del fenotipo letal. La Figur& Inuestra resultados que confirman

Figura1l7. Analisis del fenotipo letal de la ceR&A4L6,
Ydzi F y S KI LI 2 A RBScerpvisifel mk LJ/
Crecimiento en medio minimo SD en ausencia o presencia déouydeDA.
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Figura 18. Caracterizacion de las auxotrofias de la cePAHL6,
KILX 2ARS YdziSl oérévBiaent 5L m RS

gue RSA416 es una cepautantehaploideqpP DI 1/ p CSI &@Visiaal e

Enseguida, se realizO unearacterizacion de la cepautante haploide RSA416
( opP/CIT38) mediante un andlisis de crecimiento en medios selep@asauxotrofiagn la
Figura Bse observayue | a cepa mudi/ECh38 eleS.hcarpvisiagredeata elp P
fenotipoesperado (URATRP' HIS LEU); es decircrecimiento en ausencia de uradij@a que
posee el vector pCT38&ectorURA3) y en ausencia de triptéfanatifizado como control de
crecimientd. Por otro ladpcomoera de esperarse, debido a que la cepa BY4743 (parental) es
auxotrofa ahistidinay leucing no se observ@recimiento celulaen medios carentes de estos
nutrientes

En conjunto/os resultadosbservadoson congruentes con lo esperador lo tantg la
cepa RSA416, denominada como mutante haplogd® D /pCT38 deS. cerevisiadue utilizada

en el ensayo de complementacion funcional.

4.8. Laenzima PDI amibiana complementalamut a nt e de&.leevVisiae
Para evaluar la funcion de la enziB&PDI como oxdorreductasa y la participacion
funcional de los dominio$x, se realizé un ensayo de complementacion de la mutante haploide

P DI 1/ peSTc8révisiag rescae del fenotipo letal.
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Inicialmente la cepamutanteh a p | o i d/eCT3®&e[3] cerevisiadue transfectada
con los pladsmidos pSd®DI (control positivo), p¥EhPDI, pYRMO05, pYRM06, pYRMO7,
pYRM10,y pYRM15. Las transfectantes fueron exitosamemgtedasen medio SD carente de
uracilo e histidina. De cada transformacion se obtuvieron alrededor aieid#@les formadoras
de colonias URA" HIS', las cuales ueron nombradas comamutantes haploides
P D pTB8HYSP D | @ETBBPMENP D | @ETBBp Y/RMO 5, p@mRa| 1/
PpYRMO 6, p@Rdp YLIRMO 7, p@RIpIYIR'M1 0, pCTa8RpYRM15/

Posteriormentes e ut i Il i z- | a t ®cni c plasoidshuffingmarac a mb i
purgar el plasmiddURA3 (pCT38) mediante segregacion. Parealizar el intercambio de
plasmidos, se utilizacomo agenteselectivosa FOA y uracilo. EI FOA es convertido a un
compuesto téxicopor el producto del gen URA3Jor lo tanto durante la segregacion
seleccidnjas unidades formadoras @elonias que porten el plasmido pCTi®8eren mientras
qgue aquellas que portah pldsmido derivado de pRS413 (HISB)€( los plasmidos p$¥dDl,
pYEhPDI, y pYRMSs) sobreviven si sorcapacesde complementar la funcion deficiente de
SEDIL.

Como primer ensayae realizé un tamizado con 4 unidades formadoras de colonid URA
e HIS en presencia de la mezaleaciloFOA. Mediante este andlisis fue posible observar que la
enzimaEhPDI silvestre y la variante RM06 (&HC/SGHS) complementa la mutante haploide
P D1 B. cdrevisiaeParaasegurar este importante resultasrealiz6 nuevamengt ensayo
de complementacion utilizandb U DQsso de un cultivo liquidade las cepas URAe HIS', las

cuales fueroseleccionadasn medio SBenpresencia daracilo yFOA.
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Figura19. Ensayo de complementacién funcional.
(A) y (B Crecimiento en medio SD (ausencia de uracilo e histidina). (C) y (D) Crecimiento en r
SDL+Ura/FOA. La Nomenclatura se indica en la Tabla 10.

La Figura 19 se muestra etesultado del ensayo de complementacién funcional de la
mut ant e hap!l 0$%. ccerevistpéconl 1a endimaEhPDI y la variante RMO06
(CGHC/SGHS). Como se puede observar en los paneles C y D, sélo el cadrl) (EhPDI y
la variante RMO06 fueron capaces de crecer en presencia de urk@Ia, y rescatar el fenotipo

letal.
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En resumen, ®e resultadalemuestra quéa enzimaPDI deE. histolyticaes capaz de
complementar la funcién de oxidorreduccida la enzima PDI1 d8. cerevisiaeAdemas, es
posible establecer que el dominieTX de la enzima amibiana es el dominio funcional para esta

actividad enzimética, tal como se ha observado para otros homoélogos.

4.9. El gen EhPDI se mantiene en la mutante qpP D delS. cerevisiae

Con el proposito de caracterizar la mutaftea p| oi d e S Pderevisiae d e
complementada comihPDI y la variante RMO05,se realizé6 un ensayo para comprobar la
presencia del gen codificante B&PDI de manera episomalos plasmidodueron aislados a
partir de las células complementadas y las regiones codificantes fueron amplificadas mediante
PCR utilizando oligonucleétidos especificos para cada gen.

En laFigura20 se muestra el resultado keanplificacion. Como se puedsservaen €
carril 1, a partir del plasmido aisladte las células utilizadasomo control positivdpYSd°DlI)
se amplific6 un producto de aprox. 1.5 Kb con el par de oligonucleétidos especificos para
S@PDI1, congruente con el tamafio esperadwificado con el aail 6). Por otro lado, en los
carriles3 y 5 donde se utilizo como molde pll 8§ s mi do ai sl ado d® | as
cerevisiae complementadas corEhPDI y la variante RMO06 (pEhPDI y pYRMOSG,
respectivamenjese amplific6 de manera especifica un predwde aproxl Kb con el par de
oligonucleotidos EhPDI, congruente con el tamafio esperado (verificado en el carril 7).
Finalmente, la amplificacion fue especifica para cada ggemue los controles negativos no

mostraron producto alguno (carriles 2 y 4yxegurando que la complementacion se debe
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Figura 20. Analisis del vector [PDI.
Separacion de los productos de PCR obtenit
mediarte electroforesis en gel de agarosa al 1.5 9

M: 1 Kb ladde(Kb)

1. pYScPDI olig&&#®DI, 1527 pb

2. pYScPDI oligd&PDI

3. pYEMPDI oligo€£HPDI, 986 pb

4. pYERPDI oligoSdDI

5. pYRMO6 oligoEHPDI, 986 pb

6. Control positivo PPC&RPDI, 1527 pb
7. Control positivaPPCREHPDI, 986 pb

exclusivamente a la presencia episonal del plasmido, descartando la posibilidad de
contaminacion cruzada o el remanente del plasmido parental.

Cabe mencionar dos aspectos: (i) para las amplificaciones espeadéficenENPDI y su
variante RMO06, se utiliz6 como controégativol a pr epar aci -n obteni da
S. cerevisiaeomplementadas cdehPDI (carril 4), ya quel genotipo de la mutante es el mismo
en ambos casos; y (i) como los productosP@R son de igual tamafio, ya que se utilizé el
mismo para deligonucledtidosse realizé urandlisis del polimorfismo de la longitud de los
productos de restriccion con EnzimaBsBI, el cual permitididentificar el gen EhPDI y

establecer diferencia ca@on respecto a la mutarf@06 (resultado no mostrado).

4.10. EhPDI vy la variante RMO06 se expresan en la mutante A P D | 1S. cetesgisiae
Posteriormente,es comprobd la expresiéon dehPDI y su varianteRMO06, a partir de
extractos totales de la mutargqeP D | 1S. agrevisiacomplementadanedianteensayos tipo

Western ot. Para efeconocimientgrimario se utilizéun anticuerpo policlonal antEhPDI.
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ASCP DI 1 ScPDI1  AASCPDIL AScP DI 1 ScPDI1 AASCPDI1

~ ScPDI YRMO6 ERPDI ScPDI YRMO6 EhPDI MPM
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Figura 21. Andlisis de la expresiddeEHPDI en la mutantg t 5 L 8. ceReSisiae
(A) SDRAGE al 12.5 % de extractos totales de proteinas a partir de células que fueron capa
complementar la mutanten t 5 L m\West@rn hlotde los lisados totales. En el recuadro se muestre
reconodémiento con el anticuerpanti-EHPDI (talla molecular de aprox. 38 KDa).

Primeramente, as proteinas totalekieron separadas mediante electroforesis en gel
desnaturalizanteeductorde polacrilamida, SDSPAGE (Figura 2, panelA) y, posteriormente,
fueronelectrotransferidaa una membrande nitrocelulosa. El reconocimiento con el anticuerpo
antrEhPDI demostré reaccidén positiva en una banda de a@®xKDa (congruente con el
tamafo esperado@n los carriles correspondientes a los extractos de las células complementadas
(EhPDI y RMO06) (Figura 2, panelB).

La intensidad del reconocimiento fue débil, este hecho puede ser atribuible al nivel de
expresionya que estos extractos son a partir de cultivos no inducidos. Nuestro control negativo
de expresion fue el correctga que no se observéconocimiento en el carril correspondiente al

extracto de las células complementadasSdI1.
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4.11. EhPDI y la variante RMO06 restablecen la velocidad de crecimiento de la mutante
AP DI IS cefegisiae

Para medir la eficiencia de complementaci®® detemind el tiempo de duplicacién a
partir de curvas de crecimiento celular En cul ti vos | 2 quS. deccgisiagl e c ®|
complementantes cd®ddDI1, EhPDI y la variante RMO06 sdetermird la rapidez especifica de
crecimiento celular

La Figura 2 se muestralas curvas de crecimiento celulanbtenidas para las
complementante€€omo se puedebserva, la cinética par&hPDI y su variante RM06 (CCSS)

son muy similares a la observada padaDI1 (Figura 22panel A).

= EhPDI CCCC

0.69 ™ EhPDICCCC
A Ao EhPDI CCSS B A EhPDI CCSS
05 v ScPDI 8 v ScPDI
0.4 E
2 S 4
[Te]
o 0.3 4
&) o
g o
0.2- ‘_E’L
3
(m]
0.14 1
0.0-
r é é 4;. é é L L] T 1 ] 1
1

Tiempo (Horas)
Tiempo (Horas)

Figura22./ dzZNII & RS ONBOA YA Sy ( 2S. Cefeligat | NJ
complementada cosdDI1 EHDI, su viaante RMO6.

(A) Gréfica que muestra la @con respecto al tiempo. (B) Gréafica que muestra las duplicaciones

respecto al tiempo.Las curvas de crecimiento celular fueron realizadas por duplicado Yy

determinaciones del tiempo de duplicacion resmtdel promedio de dos experimentos independiente:
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A partir de éstas, se calculé elntipo de duplicacbn en la fase de ecimiento
exponencial (Figura 22panel B).En la Tabla 1L se muestran los tiempake duplicacion
calculados Como se oserva, la enziniPDI, y su variante RMO6establecen el tiempo de
duplicaci-n de & 8. carevisiaganvaleres gdapcBniosl al abservado en la

complementacion homéloga.

4.12. Laenzima PDI de E. histolytica participa en el ambiente redox de la mutante A P D |
de S. cerevisiae
En general, los esultadosdemuestranque la actividad oxiofreductora deEhPDI

dependade sus dos estados de oxidacion (ditiol/disulfuro) paraplementar la funcién dsu

homologo erB. cerevisiae Tabla 11. Resultados de

analisis de las curvas ¢

Particularmente, es observdé quela actividad S
crecimiento celular.

oxidorreductasa de la enzind@pende en gran medida EFPDI  RMO6 ScPDI

del dominio estructurdl-Tx. Estos resultados muestran tq () 2316 2.332 1.742
R2 0.9665 0.9746 0.987C

concordancia conok observados para otras enzimas
homdélogas, takomo ScPDI1, dondese obsery que la mutante que contiene activo sélo el
dominio @b (CGHUSGCS) es capaz deevar a caboel plegamientocorrecto dela enzima
CarboxipeptidasaY; demostando que los doslominios Tx (a y a ) son funcionalmente
diferenteqd22]. Enresumen, &tas investigaciones reflejdams diferencias en la especificidad del
sustrato entre los dominidsx, o en el potencial redpxndicardo que la formacion oxidativa

inicial de enlaces disulfuro es aspecto importante para la funcionlae enzima$DI.
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5. CONCLUSIONES

El esquema de construccién de vectores de expresion en levadura permitio realizar el
ensayo de complementacion funcional para evaluar la actividad oxidorreductasa de la PDI

amibiana.

La enzimaEhPDI complemata la funcién oxidorreductaghe | a cepa hapl oi d

Sacharomyces cerevisiae, reestableciendo la funcién esencial de crecimiento

La actividad oxidorreductasa de la enzigf#DI depende de la presencia de sus residuos

de Cys presentes en los motivos estructurales CGHC de sus dominios Tx.

No existe una equivalencia funcional entre dominios, ya que el domimiod$ el Unico

capaz de reestablecer la funcién esencial de crecimiento.

Se sugiere que el dominio N esta mas dponible funcionalmente y que participa en la

formacion de enlaces disulfuro intermediarios (con el regerador redox y con el sustrato).

Estos resultados apoyde hipotesisde la existencia de genes amibianos qoifican
para proteinas implicadas e@h mecanismode oxidareduccioncomprometida erel correcto

plegamiento de polipéptidos
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