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RESUMEN 

La transformación de fosfoenolpiruvato a piruvato es un paso 
fundamental en la glucólisis. En la mayoría de las células és.ta r.eacción es 

catalizadaporlapin~vatocinasa, sin eill¡,ar~o, ef1el.parásHo protoctista 
Entamoeba histolytica no·s~ h¿detect~do actividád pára ésta enzima. En éste 

organismosé ha des~Íitcí.~na e~itria de~~~nacla PGu\'ato Fosfato . 
Dicinasa (PPD!() que cataliza la reacción equlval~nte á la delá piruvato 

cinasa. 

En éste trabajo se donó y se determinóla seC:Uencia d~nucleÓtidos 
del gene que codifi~a para la PPDK dé Ent~rnoebahistolyfÍca.ita•secuen~ia 

•' ''· _-, • -, ·-·_; •, •. ,.,, ,- v.·.- -

de aminoácidos deducida mostrós.irnilitudes conlas secuenciéis reportadas 

paraBaeteroides synibiosus; ·F/averia tTi11qvihy ill_aíz:Xsí Illisrr;:o: .~l a~áiisis 
de la se.cueflcia ysu ali~éamient~periliJtio realizar tilia serie'd.é· 
predicdones que nos pueden suúrif fos sii:iós'de uniémde sustr~tos, así 
como detalles de la estructura tridkensional de la proteína. . · 



ABREVIATURAS 

Acetil-P Fosfato de acetilo 
Acetil-CoA · Acefü-Coenzima A 
ADP Difosfafo de adenosina 
AMP Monofosf~to d~ adenosina 
A TP Trifosfafo de adenosina 
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DNA Acido desoxiribonucleico 
cDNA DNA complementario al RNA mensajero 
rDNA DNA que codifica para el RNAribosomal 
EDTA Acido etilén diamino tetracético 
FAD Flavín adenín dinucleótido 
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NBRF/PIR Natio'n~I Bio.medkal ResearchFoundation/Protein Information 
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Amortigúa<loi. salino de fosfatos 
Fosfato friorgáñicó · · · 
rfrofosfato ·· · · 

· Piruvato Fof~to Dicinasa 
Sistema de fr~n~porte de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato 
Dodecil sulfato de scídicí · 

· .• Tris (hiclroXimetil) amino llletano 
Acido ribonudeico 
RNA mensajero 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.1 Amibiasis: perspectiva general. 

La amibiasis es la infección humana causada por el parásito 

protoctista Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903. Este organismo 

generalmente vive como comensal en el lÜIJ\endelintes~n() grueso, sin 

embargo, puede invad\r •. laffi~c()s~'. in~e~tilj.al•éoctúcielld~ disf?ntería. o 

ameboma oa~ave~a;l~-~~i~d·:;~t~Ú~~Í~;~~/i~~~r ~i~~io~es . 

extraintes tinalés; prhtd pa~~~;é é~ •. ;1. ~íga~o'(M~·~tí~iz~Palomo,.1982). 
A p~sá{~~q~~· !a'~~ililbi~sis está amplia'rne~·t~ distribÚída á nivel 

. , -- . .. .. . . . - . . " . ·' .. "'·~ ·'· v· , 

mundial, cori unainC:idellcia de1103, soh~inente iU"t pequeño porcentaje 
.,- • '.:·::.___r . ~- ·._ -.~)..·:_: ,_, ·-;: . '·-

de los infectados présénta"iesiones graves come> colitis he1norrágica o . 
- - OJ - =··, '- -- ' "'-:.."°3""·.,-· ~---· • ••. ,;._.- •• - :-. ' -•• :: • .:: •• :::.::;:-=-".".>. ,";_ --.•_.·.-,<__:_ ., 

abscesos extraintes.tinales <Waísh, 1988). Esta enf~rlllect~d. afecta 

principalmente ·a· poblaciones subaliméntactas qUevi~eÍt en_ é_ondiC:iones 
'-l.·~-·. ·- • ''-'-""",-'j·,c· "'"'"-.-:;--. ----'-C:' -·-• · - ~-~.•·-,_,:- -- · -· ·- ~ 

sanitarias preca'rias y·que ·ca~ece~ ~e •• ü,ll~··ade~~.ada in~~~.c.?ón ·en 

higiene, por lo tanto) es uná de mu~h.á~ enferínédadesqlie se asocian a la 
·!· ' ': '~~ .. --. 

pobreza e·ignor~nci~ (~epúlfedá,1.~82)'. Efri. nu.estrc)país/est~.enfermedad 

se encuen tra···e~tre.·las 10 ~~Jsas.· prÍhci~'al~.~··d~···I!l·uerte,.·co~ .~J1á incidencia 

del 2 al so/ó, d~~encffendb J~:la z·ona geográfica (Cafiot F~rr ~·Clifton, 
1981). 

D~~i~~•ª.L~~~'.~E~~s.tr~b~~ELº~~~.~~-ª~JJ1~~1s~eI1~~e~tro.país,.es .. 
de suma i~port~l1~fa <i6ríóc~r los factor~s cjué'pérmit~l1 al'.parásÚo 

e·.;.- ' ~ • ; ·~, ' • ~ ' 

invadir la m~cosa ifüestil1a(éntrará fos vasós's~11guíneos ydiseminarse 
.- , - ' · .. - ~-- •• .•. :. ; ' '. : . '. ' --" ~ ' - -_ - - - º·>. ' ,. :.- ~ " - : ·::;,_ ' . ·, ',; • . ..; -'·· ',' - " -· , 

a otros órg~no~.:· 1:3asá1l~c)se eI\ nu~erósas obser'v~cÚ>ri~s .?é la. pato génesis 

amibiana, a}Jarel1tell\e1üe e~ste5 vari~s pásps que llevall á la invasión de 

los tejidos del ho~pedero (R~vdin, 198s). Entre ~llós s~ ~llcuentra~: 



l. Colonización del intestino por amibascon c~pacidades 

virulentas. 

2. Disrupciónde la mucosa del intéstino éausada por enzimas o 

productos tóxk~s: inZ01ú';~anclo ~~mt~ctó íntlmoo ~dhér~ncia a· la 

mucosa intestinal. 

3. Lisis <le'tas'~élulas ~~lint~stiilb y;i.l.e:fas éélul~~·i!lflamatorias del 

hospeder~, ~r(,~c)~~~dd la ik~1;ió~'de,la ~u~osa;¿lc~rasdel cÓ!ém yHsis 
. ··-, ,..-_ . ···- '- " . . . 

tisular. 

4. R~sistenl:Ia 11os me~a~i~mos Ú defensa celular que resultan en 

la invasió~ d~()rgal1b~ d.lit~~tesO ' 

Existe ~a~~~~kciílltr~~~rsia sobre la ~atogeniddad o no 
- - .-· -,,.,,- •• ., ·• - ·, ·-'-- - .• ·---- ·, ·-·- -- . o--:. - ··.· 

pa togenidd~d d~~¡~;·t~; 'cepa~ ~~ibi~I1as o~ob~e la vi~ulencia de las 
• • .. -·•·O. • ,-. ,,- ' :.: 

mismas. E~t~ corullsión se de~iva ¡:idi ér~soinc:li~~riminacto.de los 
.··,~ ·;·~· •• ·.-'..--~--- .,'"~- ··:• ' •• •• .,., ·--·'·-~ -_ 0.~,- _o=--,·•oo··---

términos i)it~gei1Í$fct~d. r,yifUj~~?a:pat()g~ni~i~a~ es la~c~ padctaci cte 

una cepa de c~us~r e~f~r~~dad miel1tras q~e l~' yirÚlencla se refie;e al 

grado ó la zpéclid~ de}al c~pk'c!tl~d <!Vfól1tf()rt y.~~r~z}amayo,.1994). 
Actualmel1te se ha llegado al •acUé~d~ deque los~diferent~saislados de E. 

histolytica conside~1ctos. ,;~at6ge~o~''y "ng•páh~g~~;s;'ci~be~· ser 

catalogados·como dos especies distintas: E.'h'istolytiia Schatidinn, 1903 y 
• . '.. . ' - . ''. ' .• ·-. . . ~ ,;..< . • '. - ',· ". • .· ··, . 

Entamoeba dispar Brurnpt, 192s, respectl~a!I\el}t~j~st~
0

i~plicél qÜe·E.c 
-, ' . - -~- -~_:_ --;:-=.:_.,...-,..:;-;----- --~;=;..,..,--------;"' ---., -~- . ;:, - .• · ., :- --- . ,, ' -

histolyticaes ~~patógeno de .virúlencia varfable .en ciertas condiciones - - . . .. - - ' " ,. ·- - -· . ' - ' -

(Clark y Diamond, 1994); 

A pesar de que eidstenciertas e~idend~s q6~ sugÍer~nqu~ hay 

diferencias a. nivel genéti~b:n tre "~n{¡b~s ~~t¿ge~as'' y !'~z~ibás no 

patógenas", existe t~~~iénelp~z\tÓ d~~is~~ d~ Wrellllart; O;oz~o cuyos 
. . : .-... 

resultados sugieren una interconversión entre ésos do; fenotipos 
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(McKerrow, 1994)'. La controversia persistirá hasta que no conozcamos en 

detalle la biologla de la amiba. 

La mayor parte de los grupos de investigación en el campo de la 

amibiasis s~h~nenlo~~d~ ~n.~etermillarel factor ol()s factore~ que 

permiten ei ~~i:~bl~4~~~tode·Ü~a··z:e!aci6n· con el .. h.Ospederl). humano ·y 

con ta prociu~ción' (j~~~r~:e'~d,act: Sin embárgci, tambié~.es .de suma 

importancia conoc~rl~ biofo8ía celular de la ariúba, en sUs aspectos 
( '.,- ·:~;~:; 

estructuralesY funcionales; qué permitirán uI1 conocimiento más 
.. ··· ..... -- : .. ··,· .. ·.-. "--' _·_, .-. - ·- ·' -·-· . 

profundo del p~~á~Jto, Ig qJepuec.i~· U~var a entender Il'lejor la 

Pª togénesi~ d.;1~ e~í e;T·;dad·. · 

1.2 Ca~actéfíiti~~~gell~~alesae Entamoeba histolytica. 
}.·'.:·:.~ - : -~. -

Enta~oeba histolytica es. un org~nisn1o.uztic~lular.que presenta una 

fase móvil, el trof6;oífci, c¡J~~s~l c~~s~ntedeÚenfermed~d y una forma 
- ,.·.,:· .. ·: _._-.--.--·,- _,. '· :-_·_.-- --.- -_ · ... -: • -.•· ·,'>: __ - -

inmóvil, irifectiva, que escel quiste: El trofozoíto pC>s~eUll ectÓplasma que 
- ·. . ' ' .. " . . ' - ' \ ... ~-=-·_.;_;:,f-·- -- •. - -- -, ' ,· - -

continuamente ~~tá ~odlficando ~u forma détiíd.() a la locoíl'loción del 

parásito. Esta se lle~~ a ¿ab¿ k través de pse~dópÓdÓs/que además sirven 

para lan\l~_iciÓil.·-- _:_~;- - -

Este. organisffi() h~ sido ~onsi¡jeracló é~n1 il~h()s ¿a sos como un 
: ' ' ~:- . 

modelo deunacélula~ucari6tka"primitlva"(Meza~ 1992;Bakk~r­

Grunwaldy Wo¡~a~; i993;kas~¡~\\r~:et~l, 1993; Sciii~, }'fi~kle y 

Leipe, 1993). Est~ parásito carece de alg{irias ~stt\.lctUras típicamente 

eucarion tes, la má~ nota~l~ es la falt~d~. riutC>condrias, brga~elos 
involucrados en la producción de energía; además no contiene 

3 



peroxisomas, ni un aparato de Golgi evidente. Aparte del núcleo, la 

característica estructural más ev.idente es la presencia de numerosas 
,:,: : _,· - ' ·~:- . 

vesículas. Ani"'.elfundorialéste pará-sito también se aparta de las 

características típicamente'l?Ücariontes que se revisarán p~steriormente. 
La tabla I resume algunas características de Lhisto/ytica. 

4 



TABLA! 

CARACTERÍSTICAS GENERALES DE Entamoeba histolytica.• 

Morfología 
-Ausencia de mitocondrias y peroxisomas 
-Aparato de Golgi subdesarrollado 

Compartamentalización funcional. .·· 
-Falta de diferenciación entre.vacuolas digestivas.y vesícl.11.as secretoras 

constitutivas · · · · · · · 
-Comwucación estocástit:ayno restrfrtáida entre meII'\b~ana plasmática y 

-Enzirn:~c~~=:tfü~t~id~~·a l~ Il1~II\b;an~. ... ... . ....... · .. •• . 
-Bomba de. protbnesae. tip(vact1olar en I.a membrana pl~smática·: 

.· .::·J;:·-:: : . :s:::~.~. 

Metabolismo y proteínas. •> ·.· ... ·.• •. ·· .. ·· .. ···• ...•..•. > .·.·.•. >. , 
-Ausencia depróterílas hérnicas; cido ?e los áddós trkarboxílicos y vía de 

lasp~l)t?~.ás,~····· ··>·· .... ···.··.e• \·_:• •.. ~> ··•··. ·>·: . 
-Piru vato:férredoXirla oxidoredüctasa / fefredoXina cifoplásmica 
-Cinasas de¡5enéliei1ies·éié piroíosfató .• · · ·. · 
-Falta.de regUla'ció~ alos.térica en•Iagl~cólisis.· 
-Ausenciade vía'biÓsint'ética del"glutatióri: . 
-Actina altamente (.ii~ergente . · ~···· · · 
-Ubiqui tina ·~¡ tamen te cii vergente • . . 
-Sistema de ubiqtiitina subdesarrollado: 

.· · . ', _', ,_·. ~---~·-·'o.;-·: .. _;_,:·· e>";·· •·:·'.l...'.· -·~. ; 

OrganizaciÓ~ Je¿ri~/t'ÚiJv.4]\ • .· · 
-Cromati11a'éstr~¡:túfáctaen'forma poco usual y ausencia de histonas 

c()nveñcic)riáles·;;;<,··: ·<· · • ·· · · 
-rDNA enpfásmidos extraáomosomales cirCÚlares. 
-Ausencia de\nti-'.Qnesén•l,a'jnáyoría de los genes secuenciados 
-Extremos, S.' .no tfad~'Cid.os en los mRNAs extremad amante cortos. 

"tomado deBak~ery:~\\TaldyWiistmaim, 1993 .. 

Todas ésas car'acterísticashan sido consideradas como las bases para 
' .. ~. ,. :·· ._, '<' - . ' .. - ' '. - . . 

colocar a E. histolyti~q)~to con Giardia y Vairimorpha (un rrlicr~sporidio) 

en un nuevo s~breiitcí"él~nominado Arquezoa, que incluye·~ aquellos 

organismos c~yo~:aricestros se ramificaron de la uri~a~~Ín~ip~l · 
eucarionte antes d~ que la simbiosis con las protoillitocondrias ocurriera 

(Bakker-Grunwald y Wostmann, 1993) . 
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1.3 El metabolismo energético en E. histolytica. 

. . . 

Se han escrito diversas revisiones sobre la bioquímica' y morfología 
e '-·: ¡ : ., . , , , , ., - .. ~· - --. , .- ' , ' ~ -

funcional de E. hi;t~lytiC:a (McLaughliri yAl~y; i 9Bs; Wel~b~cl{1988) 
- -·. - -- .. : .. ~- . ' . . ' : : ' . ·'· - ·:: -' - ' - ~ ,. : " . - ' \:; .. ' ' . 

además de varia(~~las que Ee trataelmetabo!lsm(,:dep~rásitos.qúe 

carecen de OlitoC:~r1cirias (Wei~oa~h; I98l; Müller; 1988; Míill~r, 1992; 

Mer~ens, 1993). Elsigtiente tema que se tratará, es sobre él metab~lismo 

de los carbohidra~os> 

EnE'.hÍstolttica,la.glucosa es degradada ~ ~irnv¡¡ t_o p()r l~ vía 

glucoHtiC:a clásf2a~si.ri. embaigoexisten dos dif~rencias sÍgriificativas que 

distinguen a éstepará~ito de ~ul1ospedÉ!ro:lafaltade~I}ª)~C:t~to··. 
deshldr~iella~~ (;or}~ cÜal ~{1a~t~to. ~; es ~n ~ro,d ~ct~_nri¡í de la· · 

glucólisis) y el uso del pi~ofcisfato i~orgáni~o e~ 1 ug~r del ATP en 

algunas reaccion~~~rJ~;ir~c~~ c+~bl,~I~)·~ Reeies',1;6s;·R~~ves,1976). La 

conceritra~iÓ~dé1ir6i6~i~to ~tra~~!Ülar·edel ~~rási ;o se encu~n tra 
•. ~. -. .'' > ·' ~ . i · · · ·-' , 'e · • '. .- • : ~ ' - • . ; ',. ':• -, • - C:· ' :·' .'·, • • ,.- ! 

alrededor de 0'.2lI\M, la ella! ~stá por arriba de la K;ri ae las. eniimél~ 
depencÍie~tes d~~~of().sfatCJ,borll) que é;t~ co~:pu~sto.tÍene ~elevan da 

-' ' . - ·:, - . ·., .• '" - • ' . • .· ·., ' "' \· ._--.- •. : ' .. , ' ., ._ . ~--·>.; 

fisiológfca (Re_eves,.197,6; V-/ooé:i,•1977). L~·figú.rú~uestra el catabolismo• 
- _e;'·-..:-- - .,--=-o. 'O-=-'-· ----'""=--""""" ---::-; - --;-e- -;--e; - -

del~ gl~cosa hast~pir~v~to en E. histolytica, así ~smo se indican las 
'. ' ' , • , .: ' - • ',- • - ' '. ~ '. • > 

enzimas d~pen<:ii~rites de'pirófosf~t~. • 
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TABLA II 

Reacciones dependientes de nucleótido y correspondientes reacciones 
dependientes de pirofosfato en E. histolytiCa*. · 

Reacciones clásicas dependientes 
deNTP 
ATP + Fru-6-P-. Fru-l,6-P2 + ADP 
Fosfofructocinasa dependiente de ATP 

PEP + ADP --> piruvato + ATP 
Piruvato cinasa 

PEP+GDP+C02 <->oxaloacetato+ GTI' 
PEP carboxidnflsa ... 

\ ,' .. 

Acetil-P + ADP H acetato +A TP 
Acetato ciÍÍása 

* tomado de Mertens, 1993 · · 

Reaccione~ ~~pef1dientes d~. pico fosfato. 

PPi +Fru-.6-f'•::>cF~~l,6~P2 +Pi.· 
Fosfofructoci11aspd.epp1diente de PP( · 

'-·'_-;,';~ • _-o.--~ - o--;o:· 

PEP+A~+P~i ·--~i~vato+A 11' .+Pi 
PirUvato fosfato dicinas~ , · · 

PEP~·Pi.j.C02 ~. ox~loacetato + PPi 
PEPmrboxitrmisfosfcírilása 

: ·:·-~· -··.;·. ' ;:, :<. 

;AcetÍÍ-P + Pi ,::. acetáto + PPi 
PPi- ricetátó cinasa 
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GLUCOSA 

~ATP 

¡---.AC>P 

GLUCC>SA-'5-FC>SFATC> 

FRUCTC>SA-e-FC>SFATC> 

PPI~ 

PI~ 

DIHIDRC>Xl­
ACETC>NA­
FC>SFATC> 

~ATP 

~DP 

··~. 
GLÍCERALDEHIDC> 

3-FC>BFATC> 

~NAO• 

-r.-NADH 

, ,3-DIFC>SFC>GLICERATC> 

0ADP 

~ATP 
34"C>SFC>GLICERATC> 

t 
2-FC>SFC>GLICERATC> 

PPI , . . .. . CO,+PI ¡ .· .... • 
C>XALC>AC::ETATC> .·~···. F~S~~'s;.NO~Pl,~UV'ATC> 

NADH ~.· ·... GTP .•· .. CO,+G·D .. P~ .. ·.<-:'. !".".· .. ·.· ...... t:¿.I · .. ·.AMP + PPI 

NAD-+-1 f .. .. ·• ... ·. , , ' ~8ºj ~·ATP + PI 

M.ALATC> .... ·...--;· .• ·• g ~ + ~· ~~YA~O 
'NADP.- • · NADPH+·c::C>;,' . . . 

Fig .. 1 Meialióli~~º ci~ fos ~~;b~hldr~tÓs e~ Ent~moeb~ h~tolytica, 
a) FosfofructociI1asa depéridiente de PPi; b) ~osfofniC'tócinasa 
ctependie~~é .. ci.~ ~Tei e) dilasa ~el fosfog~cef~tc)~~Xtg~, .••.... ~··.·· .•.... 
carboxitransfosfo

1
rilasare)PEP.carboXiCinasa .. ; f) malato'deshidrogenasa; 

g) malato déshidiogenasa (descarboXilante); h) piÍ'ÜvatÓ cinása .. ; i) 
piruvatci fosf~to dicina'sá/ < ·. . · ... ·.·• ·•• . ·.. ..·.·.··.. · · · 

•Enzimas que catali2:an reacciones dependientes de nucleótido ausentes 
en amiba. · 



I.3.1. Metabolismo de los carbohidratos: Glucólisis y enzimas 

dependientes de pirofosfato. 

Los productos principales de la degradación de la glucosa en E. 

histolytica son etanol, acetato y C02 dependiendo del grado de aerobiosis: 

los tres son producidos en aerobiosis, con una relación et~nol/acetato de 

uno a tres, mientras que en anaerobio~is, ll,nicamepte se forman ~tanol y 
' - . ,-· . " . . ' ' - - ·. _. - ~ - - - . ¡. " - "º""- .,- . . ·--~ . ,,_ . . '. ·, .- . - .-·. 

co2 (Mo~talvo)R~ey~~ ·ywarl"en,)971; \¡\Í~illbac.h•y ¡)iainOl\d,.1974) . 
. --· ,.r-, -,:,,··· , .. · .. '··- .. ,, .. ,,· -- "' - ... ·----·· --·-····--

~~::::~.!:.1¡f Gf f Z~r:T111ZIT.f~f :R~ft~~iJ~tr:,!iL~,·,, 
que no se han d~~~rito mécartis;nos ~egulatodos en}a glucÓ!isis: No se.ha 

detectado~ glll_cosa· li brE!;·y.a ·que es ·inffi~C:üata:~~~~; foÚoril ada o 
almacenada ·~orrit)glu~ógeñ~. ;.·pesar d,~.Ci~e~e ha~poªido identific~r 

algunas enzimas.da v~ ct el me taB'o1islTio cle1 ·. gi ücó geno}no sé .ha 
--,;ce.·. ''-~- ·'. ·'e-·;;:::"-. 

detectado fa enZimafüinclpaE glllcÓgenosintetasá <:Wéinbach, l~~). La 

glucosa 6-fosfato que es catabolizada en la glllcólisisproviene del···.·. 

glucógen~vía la;1~~i~n d:~·l~fosf ogl~~~riiut~sao direct~~~~tea través.de 
.::_ __ ._·.: :· ____ -·,--•., :....··~·· .-.·-·:·- .'_--:. -,•":' -·:: ·_-_____ '.·,_-.--·:,- --~;_, .. __ ~~ •. ,:·-:)-""""'°;' , .• 

glucoqúinéls~,
0

1llás que por ul\a hexoquinasa: No se ha detectacio 

actividad de ghico~a 6fosiatode~hid;ogena~k e¡~~ illclique qu~ la 
"'• ·,· '.,.;,"l f! .··.' .. -• ••.•.... L·~o . '. ' . . . • '.; ... , .. 

glu cosa-67fosfa to s~a"cieg~adida p~r l~ ·vía""cie-1~S'p~zltocs'as. 

La a~ci~!l sedV;nci~Lcieh~~J~sf~ gl~coiso~~i~ia produce fructosa-

6-fosfato. La sigUienté reacción es la conver~iÓn de frúctosa~6~fosfato a 
i:·:.: 

fructosa-1,6-bifo~fa to .. En la ll\áyorfa cielas ·células ésta i:E!acti'ón está 

ca talizada por un~fosfofructodna~~ d~pe~di~~te el~ ·:;.n, e~ una reacción 
" ·.- .. - . ;-· ··.. -- .-

irreversible y que es unpurito de regulaclón alostérica de la glucólisis~ 

IJ 



Sin embargo,en parásitos como E. histolytica, Trichomonas vagina/is, 

Tritrichomonas foetus, Giardia /ambliá, Toxoplasma gondii y Naegleria fmvleri, 

además; de ()trosproto~tistas,no.parásito~,·este ~aso escataliz~~opor una 
' " ' . . .. - - -,• ., . . . ' . : " '. ' 

fosfofructodnasa dependlente de pirofosfá to, en una reacción reversible, 

:,u,~.·;;;~~~~7~'s:f1::·~~~~;;;i l~t~~~ff ~~b, •cf"v" 
La f;uctosa ~l,~~ifosfato f();~a:P~Pa ~a~ésde las se~u~ncias 

glucolfticas rio~~l~~;~el~ v·Í~ d~E~~b¿en-M~~~~ho~f .• f bd~slas enzimas 

glucolíticas son sÓJÜbles. 

I.3.2 Conversión de PEP a pfruvélto por la Piruvato Fosfato 

.Didnasa deÉ. histolyii~a. 

La conv~rsiÓn ~·~·.PE~~pfruvato li\_cataHza la enzima ~iruvato 
fosfato diclnasa; qll.e ~sel puntode ixúe~és de ésta tesis de IT\aestría, por 

lo que po~terior~~~te se h~r(referenéia li1ásextens~ sobre ésta enzima . 

E1119~8, I-la t~h ySlack en pla~tas y'RJ~v~~ ;n E. ltfstolytica, 

reportaron la pud~fcáci6X~e~náeniil1la·~J.e d~~o~fnar~il pi!"Üva,to 

fosfato diciriasa (PPDK) que ~~ta~ia U.11a reacd~~. si~Jit;a1~.P~~vato 
cinasa;esdedr ¡a·éonversfon de PEP, ~pirüv~to en amibas y la reacción 

inversa en plantas: La rea~l:ió~·es la ~ig~Í¡~té·(~~e~e~, Jenzies y Hsu, 

1968): 

y 

PEP + AMP + PPi <-> piruvato + ATP + Pi 
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La enzima transfiere el grupo fosfato del PEP y un grupo fosfato 

del pirofosfa to ª ias posiciones ll y r en ei ~P, respectivall\ente .. 

Se deterÜiinÓ q~~ést~ ~eacciÓn ··~~ ¿cHnpletam~nte reversible, la 

enzima tiene.• una.es.tricta.de J~.ndencia.:d~.··pi;of o~fa.tt.~~ •. !Úgar ... de •. A TP 

como donado~~~.~rü~os·rc)~fatoy ~~~flere el :~f ~k1~,~~~del ADP, 

como sustratoafoÚorÜar. · •• ·•. 

. -~- .--> 
Una rut~ alt~rriativapará l~'formacÍÓ;; de pi~u~~to a partir de PEP 

'' -, '• '' - ! •.: •', • .,',,' • • ,,,, , "'• ', ] •, • '< _;,, V'• , ¡,•,,' _ ',, '•,< ~ , ., , _,, ••• , 

es a·través de Ia~ctiÓnáe u~a PEP·~~~Soxltra~~sfo'sfo;il~¿~ dependiénte 
..,.,.- .. - - -· ," ,_ . ··,- >';_; - ·-.. ~¡..=- --;_.·.-.-::.:. -·,- ,.,- .-

de pirofCÍsfato (tabla I,'Íig~r~ ü; la}ual fija una Irlo1écii1a de C02 y 
- .. '"'•'' ··- ,,._ - ' '· .. ·· ,, 'i· ,-'> '• .' - '\ i·.,,_ '"' ... ·. 

prod_uce.hria Il1~1écll!~ ~e.f PÍ y ~~~loa~~t~to;. Este.tlt~~·~s·r~dU~ldo a 

malato por §a lll~tito'~és}licij~g~?lás~; cbn lacpxtctacióli-de~ri~.•1nolécula 
de N ADH ; El mal~tó ~S

0

JXl~t~ri~rri1et1t~ d~~c~;bo~i!ado y oxidado por 
'' • -· • - . -·e - - •- .. · . -·- • - C·'-- ~ . - .· •. ·' ·. •+ --~'.'.' ' ,. ·- . . • . ··-. . 

una enziil1a'rriállé:a; ¿on I~ ~educclÓ~ d~ t1ria Jrib1éd.ii~(ie NADP+(Fig .. 1) . 
. . - . o:-.o;·-,. ::=...,,,_.-- .~ , . .-:.-.<_ --

Esta ruta alternativa se ha posttllado corno un meéarusmo por el cual la 
·~;-- <-:·" . ,¡~- . '/> ,-:.::-;:· ,.,-, .. _._ <:~. -,:;_::.-. - .': .- .. ··;·~_" 

amiba regenerael NAD! reducido glucolíticamente, a .través de. una 

transhidrogenación del NADHal NADPH(McLaughHn yAley,1985). 

1.3.3. Metabolismo del piJ'Uvato. 

Al ser E. histolytica uneucarionte sin rrutocondrias no es de 

sorprenderse qué tám~ién carezc~ del c:ic1od~ los á~idbs tricar~oxílicos, 
por lo que el piruvato ju~~a en ~~te p~nto ~papel filuy ifilportante en la . - : ,. ' . .., . ' ... 

formación de los productos finales del metaboÚs~¿ de los carbÓhidratos. 
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La descarboxilación oxidativa de piruvato a acetil-CoA es 

ca talizada. por una piruva to: ferredoxina bxidored u~tasa (Kerscher y 

Oesterhelt, · 1982).en lugar del complejo de la piruva t6 deshidrogenasa 
.· \ ' - -.:: .·> . . . . > ,_ .··- •• ' ' 

presente en lamayorfade las células. La primerá esúna proteína 

dimérica o tetrariiérica dé a¡:iroxiIIladámente 240 kDa:mientras que el 
'"- •>·· :_.,:,,.. °';:._,;:;._~.'' C".o-':'~' '---.--. :o··;_-, C ~·-• /(0'.·. 

segundo esu~sist~r1ui_ Tll1tiénziri,)áticoc,on~ ¡)ésqya~tí~la de · 

aproxilna~a~~~t~·1o:i, kÓ~.f.fpfruva.to: ferreaqXi11~ Ó~ldbredi.ictasa de 

E. histalyticafU.e pu;ÍÉicaCia y ·car<i2teriZ.ada < 1-aliéti~hi, Weil1ba~h y 
,_ ' -~ - .. - ' - . , .. " .. - . --- '" -. . - ,_ .- " ... - - ,_. - '·. - - ~ :•., - -, . "' ··:' 

Diam6~<l; i97s; R~~~~~'et.ál, 1977) ·y~tili~a ~6ri16 a~ept6f~s la protefna 
' - . ' ·,. • .•• ',. • - . e,: ..•. ·.":; .. • ·, -: ' '-. : • • . ·: ·. ,:.- •.•.. ' . . , •• ,. . --~ • 

reacció~ cie'1~ pirti~~ t¿:r~:redox;i~a oxido;eé:ll1ctilsa. es rever~ible, por lo 
· .. - - ' ' "" .· ... '·-·-·,.;•, ... -· _, . '-. -·.·· - ·'' ' 

que también se le ha' d'enÓÍniI1acio a Úte. ccímplejÓ piruvato sin te tasa. 

(Reeves eta/; 1977). Y~ se;11a c~ra'cteriz~do a l~ fe'rrectÓxina (Reevés, _ 

Guthrie y L.~belle~ruch,1980)yre~ienteme~te se ha clon~do el gene que la 

La acetil~CoA puede dar lugar a acetato por una acetato tiocinasa 
. . . ' . 

más o menos espe~ífica para nuc!eÓticlos de adenina ( Reeves et al, 1977) 

con la síntesis de una Il101écúla de A;~, que puede proveer de energía 

adicional a la producid.~ erl laglucólisis: . 

-Mg2+ 

acetil-CoA +Pi+ ADP •-• acetato+ CoA + ATP. 

Además E, his~~ly-tica contiene una acetato quinasa dependiente de 

pirofosfato, para lá C:Uélr no'.se,hadeterminado exactamente su función 

(Reeves y Guthrie, 1975). 
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Alternativamente, la acetil-CoA se transforma a etanol a través de 

su conversión a un tiohemiacetaLunido a la enzima acetaldehído 

deshidrogenasa, el cual es reducido a etan.ol por una alcohol 

deshidrogenasa depelldie~t~ de,NADH •.(Lo y ~~ev~~/'197~). Inicialmente 
. ·- . . .,. ''.. ., . . - . ~ .-. . . ' -

Reeves, Montalvoy r..llshballgh'097J)p4rifl~~ron l1na iliéül1'~1 • . 
. ,,,,,.,;,. <-;-;' , ... ,: -.·.;:...:. -

posteriorillent~ (Lo ·YC:hahg, i?s2~. "\h(.)iái~ sa~~ qtle, ésta~nzima ·reduce 

acetaldehido iib~~ Y.~pai~ht~~e~t~ .su i~~ivid~~·~s'.~~m~~¿;i·.·~p~rtancia 
comparada éon lá eri~Íma·~eflen.dient~ de N;,\[)H. 

Recient~~erité·~.~ ha incorporado la ·tecnología de!ÓNA 

recombinan te~ ~ara.~! ··~~@~o.9e ¡stas ~n~ilT\~;. ~i·g~~po:de Samuelson 

describió ladci11_aciól1'~elgené y laciiraC:t~l"iz~aó~ d~~~;~1~.ehldo. 
deshicfrog~~a~é!.ciepé~c:lii~te de N¡\~\+que és independ!ellt~ de Co-A 

(Zhang et al! 1994). En~~uarito a'1a alcoholcles'ftlc:Í~og;n~~~a ciépe~diente de 
. '. ·c:--i<-~,_:__, ='°'-'·: -··~-.:-.•,f.:0-.- ·- -,.---- ----- - - •"- ----.--. ··~·,·· · · · • • ·'-, :~:·- • 

NADPH,. éste misiilo grupo) a purifiéó a hcimogeneiclad'yclonó el gene 
- -- - ,,_· ~. ' 

que la codifica (KÍ.Únareta/,1992)'. ,. 

Seid~ntiii~é) iJ!1~>~n.Zim~;cfé97 kDa cori actividades c:ie alcoh~l 
·~e::~' . ' . '.;,_ ·.:; . 

deshidrogenasa y aéet~ldehld6 deshidiogenasa, de fa cu~! s~clonó el 
:-,- ·' --~ _-:···- -·---.- ,. ·- .' - -·-. - . - - ' .. - ._ • i . : ~.; ;" : •· '"' . ·- ,.,,. ' • . 

gene (Yang et af/1994)y se ca~acterizó (B~uchhaus yTarinich/1994): Este 

hecho cohfirmó.las!·prirneras61'se;vaci~n~i';eali~acia'~··p~rReeves .·(1971) 

que las a~tiyict,~-des~JeA~IJH¡f¡~~etfrctcf;d;~t#~n~;~·; ~Áo~ -~I~~llol 
deshidrogenasa podían residir en' una sola proteína. 

Aparentdrri~~te, ~lN~p~}~d~cido ~1Jc0Hticamente puede ser 

reoxidadO en las reacciories'asddacfas a la forr:nación de etanol, y así, la 

transhidrogenacÍón NADH a NADPH en la formación de piru~ato a 
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partir de PEP puede parecer futil. Sin embargo en aerobiosis, d~nde se 
- -- - . .. - .. - . 

forma acetafo,la reoxidación del NADH puede verse disminuida, por lo 

que dicha ruta p~id~ser un ~edio adÍéion~al pár~ r~gene~ar NAO+ y 

formar NADPH.~steúlitrno puede donarsus equivalentes reductores a 

una flavina; ;º~ m'~ctiKJi Ün.i N~[)p+.flav,iri~a o,¿id.cire~Uc_tasa (Lo y 
Reeves, 1980)·~ Wciar la ~ansfer~ncia de ele~trones ~L1e a continuación se 

describe. 

1.3.4 Tran~porÍ:~ de electrones~ 

El mecanismo deJranspone de elect.rones desde sustratos 

reducidos hasta. elo~gello ToleCl1lartoª_ª~ían() se ha elucidado con 

exactitud en E hÍstolytica:biJer~os ~stl.ldios ha~ inc:Üc~do la· falta de 
< .;,-,,_,..,_,~_':_ - O:!c':' ~ •;',:;. ,; r• • -·-- •- u-• 

proteínas con grl.lposhemo. Sin embárgo séha detectado hierro no 

hérnico y azufre lá~il~~ áCid~;eh ·trcifbzClítos ·(~~lnbac~'~t al,J 976). 
- . : - ,· .... - ; -'-·--. '· ., . -.- ... • --"' • ... « .. , _;-~ ,_·., .- - "·" -· _,_ · ... ' .. _, _. ._ 

Weinbach (19Bs)' propuso·~ ~~'liiéiria clelfllijo cie elect'~ones (Fig.2) 

desde sustratos reéillcÍdos aiNAbcP>: a n~~inas/posteriortiiente a una 
-~-'-_-··:.--- :-':'-''"=----'---?:.:i-'"--<.:o···~·;- -~--0~'.:--o;;~-- ;.;··--';o'-.-. "''."':"'.;'.··:.-'co-' ,·;-_ -r. • < 

proteína fierro-a~~fresilnilar/~ la ferredo~~' ~~guida por ubiquinona. y 

después a u~. aceptar desc?~()~do q~~·f~se~t1~pC>tend~l electronegativo 

similar al déldtocromo ~::"Ei"a~cepto~ cie~electrones final es oXígeiio 

molecular, el cuafes~educid~ ~ ¡gua . 
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filim ~ ,)~+.s~. í Qima ~ í X~ í 1Q~ 

• 
00 A .. A ~ª ,. 2- :: ~ ~)\X)\~, 

fe ~ redm +H imm ~ 

Fig.2 Flujo de electrones en la cadena respiratoria amibiana. 
Tomado de Weinbach, 1988. 



Hay que hacer notar que la función de ésta ruta "aeróbica" en la 

generación de energía de éste parásito no es muy clara. A pesar de que se 

ha detectado ubiquirúmá en E. histolytica (un organismo carente de 

mitosondfia~) los~rlivelés deést~componeflt~ d~· 1a ~ade~a 
respirato;ia s~ ensu~~tran e~tr~ 5 ;so veces menos concentradas que en 

otros prntoctistas ~picament~ aeróbicos ( Ellis, 1994; Ellis, Setchell y 

Kaneshiro, 1994)'. '··· . 

Ya'qu~ ~o éxi.ste c~talasa en éste parásito, parece poco probable que 

se forme ~~róxidO de hidrógeno. Sin en\bargo, otro ~~o el~· 
in term~diarids el~! oxígeno como el aruÓ~ sú;eró~ido: kroba bl~;neÍlte s~ 
encuentran, ya'ques~had~tectado ac~vidad de superó~idodisrnutasa ··· 

(Weinbach.et ~/, 1?~p¿'~s'e~; ~00~~~$:.1g~~iq~:c~cii~i~~ Jfra~na:. 
enzima de ésté< Úpo q~e contie~é fierr;_; cTanhici{~t~/í9?i ) .• TaITibiéri se le 

:···, '"':-'.':·, .. ,-· ... · "'·· - ·····-·- .,·_ ··,,, '.. --

ha adjudicado·~.· la Úbitjuin~~~ propledades.~'~ti6xidant~s ~~e E!i parásito 
~ ._·_. --- .. -_'._-_·.oc•_,---~,.--·""·.-,-·-· --,·o (>L~···- ,.-_. ·:··, ·:·- _;,.,·, · -';'···,-=---· ··--·' ... : '-

LeishmanÜl: Quedápo~'~et~rrniÍ}~(si J~¡i~~ .. üri~·[~B¿¡¿~ ~Írilií~rde la 

ubiquinona en .. 1~ amiba.'cjmi5·,.~etéh~Ú :yr<~n~shiro;l~:1). 

Un aspéct6 inte!esante e~ qi'.i~ el'~Jpo de~los derivados del 5-

ni troimidaZol··~ cn'la;ri cóinC>a¿ep(oére~;~ft¿¡~aif~o?ci~'¡~s·r~a~ciones ,, ..... 
mediadas por la'ferre~.oxina. E~t~ ·~pO.dE!Compti,é~tosinduye al 

::. . ~ ·-;. 

metronictazoI,. eL~~áJKe_utiliza: amplicimerit!i enil1fecciones "producidas 
__ e '--:-----·--.--'.- -=:--:-=-~.--. ,-·>·_· .. ·:-:-,~-- - ,-,, ..... .,.: · --:~'' - · ::'"" · 'io:.-.:_~, . ..... ",-~· __ ;·~~-- ·· · 

por protoctistas o b .. acterias. Esto~ ~(lrripuest6s·p6~ee~ activida. d citoióxica 
, .. · ·.,,,. ','•-. - -- ., . " .... ··-·--- - ._,, 

cuando se reduce sú gri:tp(l ~itro. En protoctist~sañaéróblco~ ia . 

ferrédoxina redJ~ida po~ Iá rea~ció~ ~~la piruvat6:ferr~doxina 
oxidoreductasa es el donador de el~ctrones a ése g;u~o ;~~ctivo de los 



nitroimidazoles, Jo que los hace reactivos en su actividad como 

anti parasítico (Müller,1986). 

1.4. Antecedentes de la enzima Piruvato Fosfato Dicinasa (PPDK). 

La PPDK se describió por primera vez en 1968 en dos.organismos: 

el maíz y E. histolytica. 

Hatch y Slack describieron el aislamiento.de una enzima que 

cataliza la interconversión reversible de pirl.l~atoa_f~Úopiruvato (PEP), la 

cual tenía su función:~ll Ja·.vía de los·á~dosclicarb6.11i~os d~cuatrn 
·.- ·- -~.~, . '>;:. . \ ''"' . 

carbonos. (C4) .. Estos in\l~stigadores designaron'~·¡{-~nziIT\a.f osfopiruva to. 

sin te tasa. Los. pasC>s •. Í;~~lesclé 1~: fija.cló·~-d~ biÓ~ici~º~~,~~F!Jo;Ó·~·~·· 
pastos tropic~l~s (pl;rit~~é4) ¡~~CllÚCran'1a carboxil~ci61lci~1 PEP por la 

PEP carboXÍlasa·.e~ las células"fuk~Ófil~s} S°egtrida~ptf1a red!¿cfon a~1 .·· 
_ _ "...'!,/_,;_'.,:_;.,-;·:"i~--,:.··.,;~--~-'.- '---~:-~·.·--;,, •. .,~]~' :¡º_:'·.-. :'.r .. »(c.,;·_:,-,-~:,:-:.·~':. •.-,"'.> .. -'_:··· -

oxaloacetato formada porüna malato cleshid~ogef;asa p~réls{i posterior 
'.- -.,. ,. . .,·. ·.- .. ,'.- • _,_.,_ .. -·----... ··- •{.·', _,,_ ' - : : - .-- .. ¡ 

descarboxÚaciÓn ~n la·s células h1nico va~fuJares por ~u~lqlúer¡fde tre; ·. 
- -. ~-.;._,;-·_·,>;"_">·'";, ....... :·-··.·-;:..'-;;'.'-~'_;:¡,· .... -.-',:>· .. ",:; __ ,, .. ,_-·.".;'/',_.--~:·~:·.:.-"' :, .-.;~.-

descarboxil.as~s:~?lzimas 1)áHcas~ep~~ciiéntes •de N..A.or+ ~· N r\º+ ó por 

una PEP carp()~ci~~~~~?sc~s~ ¿o~~ ;~)on~eÜ~a el ~()2 ~~ la~ ~elulas . 

fotosintéticas. }'' s~-~~s~~~~~ pi~Jv~;o.'P~r~ ~omp1ktar'~1 ~¡~10, e1 ~iruvafo 
·. ' . ""'"; .. ~';. '•; (- . -.;.: 

es convertí.do a J?EP por la fosfopiruvafo siÍ1tetas¡¡ (PP,0K)/ reg~llerándose 

el aceptor fuicial. Üta~ftitihs"c&noCld; ¡c~al~~nte com~la~;J;J~e .. 
. - ·e ~- ,_-: . . "' • ,;" . '¡ • ·• • : .. - . • ." " - • ~ . ·- • . . ' . ·' • .. • • 

Hatch y Slackpa~a 1~· nj~cióh ctel:>iÓxldo de carb~no (Hatdfy Sla~k, 
1968). Es int~~esante IlCJt~r que en E. his¡ol;tica la ruta ~l~~rnativa para la 

,.· ,· ·- ., ' --·· - . ' - .. , .. ' ' 

formación de piruvato tiene una serie de reacciones similares a ésta ruta 

de plantas (ver apartado 1.3.2) 
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Por otro lado y casi al mismotiempo, Reeves (1968) reportó el 

aislamiento y caracterización a partir de extractos.de E'. histolytica de una 

nueva enzima conl~ f¿ncitm glucolíti~adel~;imvatod~.asa. Determinó 

que diferente a las~ini~at~ ci~ásas (las cuale~ útillzan como 'sustrato al 
: ··, '···-- .. . -i _,,._ ·-,·,_ --·,., ·. -.".'' - : .,.- . __ , 

ADP).ésta·enzima•.prefefra.a1·.f,™y·'f.que éra.ina¿iiva•.en.i·us.~ncia·_cie 
pirofosfáto; 1i··~~i~I\~·~1-~.()~~;~di:P~l1va;9._fo~fato.li~:s: •. <~P) .6 . 

PPDK. Este d~s~~bririti~~to íJéi~port~ntey~ qÜ~ colT\o·se· mencionó 

anteriorme~t~, n~ s:;·Ít~6í~¡·cl~t~~J~~6 :~·dyÍda~,d~.pirÜvato cinasa en 

extractos de ttofozbít6s ~lriibi~~ós'; Post~;iorrnent~ se describió el 

aislamiento.ele ~hzi;*~~s~Íl~r~s ~ÍlB~c;e;~ides sy;,¡bioSus (Reeves, 1971), 

Acetobacter xyli~Ü~ (Be:Zi~an Y. P<ilgi, 1970) y más recientemente se 

reportó la purifi~aCiÓn d~ la enzima ~n trofozoítos delparásito Giardia 

intestinali~ (f-I~dy; Me.rtens y Nohynková, 1993). 

1.4.1 Propiedades físicas y moleculares. de la PPDK. 

Las propiedades físicas y moleculare~ de varias PPDK h_ansido 

reportadas (South y Reeves, 1975; Benzirrrnn; 1975; Milner; Michaels y 

Wood, 1975; Hatch y Slack, l975). 

La PPDK de maíz es Ün h~;~cit~iiAmeró cuy~~ subu~cticles tienen 

una masa d~ 94 kDa . Al igü~{q~é 6tras PPDK; es relaÜva~ente lábil: se 
• '< ., - . _:, ; ·,- - -·-:. -. .:· .• -. ·. - .·· .- - '. ·• ... - .. , - : • 

inactiva en auseilcia0de,~o~pue~,t~stibi',atisenci~ d~ ~Íg2;y a 

temperaturas por.debljb·ct~\ociC::~s~~ihac~v~~iCJ~s~ pÜed~ prevenir 
: . . ; ' . : ··-·: .. : •,-. - . - -. ~· . -. - .. 

por la adición d~ ~oncel'ilia~ione~ fi~ioJ6gi~a~de piru~ato''6 PEP. La 

enzima de. B. symbioS~S e~ un hcim~dímero ruy~s subunidades tienen una 

masa molecular de 94 kDa estimada por geles de poliacrilamida-SDS. 
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1.4.2 Estequiometría y mecanismo. 

El mecanismo de reacción de Ja PPDK sé. determinó para plantas 

(Eva ns y Wood,J 968) )'B. syn1~i#;µ~ (Ree~es,:~e¡uies y Hsu, 1968); éste 

último organismo t~mbiéncarel1t7~e··pü·ü'Vato.cinasa.El l:!sqúerna 

principal es el ql.le s.~ m~ncionó; previaÍr\e~\fo }'co11sisté en la transferencia. 

del grupo fo~fato ciei ?EP ;;1 M.iP:eri·1~ p~síci6~ 6 y UI't grupo f~~faio de! 
.· ····' '· ·'' - ,_. - ' ·,·'"· ·. . · .. " ·, ... ·-.. '. . -, -· ·- - ' 

pirofosfato ~h. la posÚ:ió~ ydel ATPfih~LAdifér~~é:i~de I~ ~nzi!Tla de 
. . ··.- '-.· ... - . "·, ·:- - . - ! .•. ' . ' . . __ ,. ____ . __ ."- :._.' -' ·-- ·. __ , ___ .. :._., _. . -

amiba, la de.bact~l'i~sé~C:ti\,if~·ert~II\el1te'p~Lon~s·a~onio.' ·· 

Laciir~ccil)ll;fi.~iol~gi~¡·d~ op~r~ció!l_cie'I~ PRP~'.~s~ife~~nte en 

ésto.s organisr,rios. Er{pla"ntiis C}funcloria· haci.I lasíntesis"c:ie PÉP ,'aunque 

Ja energ~ticade 1ire~é:d~~ favcir~.c~)a ;~~cción~~v~rs~·a ;~ d; 7.0, cómo 
. ': __ · ..... ~ '. > .. ·:_.- - :_- >·- --> .. : . ·: .: :: r ·. . ._ -- . - --,---~-:~: ·::-: .. /·-- ->·~·; .·,. _.-,- -. : - -__ .-

en elcasci cÍ~ b~~teri.as y arrtibas. En plantasésarea~cióli.seas:S:ur:~ por la. 
- • -,.,. _,. - -,-... ,-- - ! '. ,_ '· - ••• - ""··-·-_...,,-,~---·'----- ,- • • •• 

presencia de altos'ni~eles de adenila'to cinasa ypfrofosfatasa (Edwa~ds et 

al, 1985); asp~~to com~leta~ent~~iferentep~ra élm~bas;por ¡~ ausenéia 

de las últimas. 

Los primeros ~éport~s indicaron qll_e por cada eqUival~nte de 

piruvato utilizado en Ja reacdón; un eqÚÍválente efe ÁTP desaparece y se 
• ' . _. . .. ~ ' - . . ¡. ' . - --.. -, ·• -" · ••. ·'"' .- . - "'· .. ,•,' ~· '-'" 

genera un ~qui val~~t~' d.e PEF~ para la re~cciÓn en pla,htas. E~tri .t~m}:¡ién 
es válido para la ~eacl:fr,~ in~~rsa:-

-~;--=--

A través ci:~ar~aj~iscJt¡)piC:o y di~~stión ~íptica, sé identificó un 
,_- ,.· .· .. - . . '. ' - ,o,.- . - . - ' ___ - - ·. . - - '~ . . ' - - . ' - . --., ... 

aceptar delos grupCis fosflJrilo'del PÉ:P y'pirlJÍosfatci (G&ss, Eva ns }' 
1 .:-. ' ' - .~ • •• • ,_ - .- ' ->-' .. ; . ·:.;" ._ - ' .. - . '- - , ·--.--' '-· .. - ~ ' ·.,- ,. - . '''·>" ·.- ._ ... 

Wood, 1980(Á~Í ~srrt'o; s~ide~tÍflcÓ q~e.éste nti~xno pépttdo ~~~Úene el 

residuo treonil que es.sÚs~epti~Ie defosf6ri!ar~e por la·~;~t~ína PDRP. 

(pyrúvate phosph~te dikinase reguJatory protein> ~ur~ell y Hatc~; 1986) 
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ó BFRP (bifunctional regulatory protein) y que.regula el estado de 

activación o desactivación en plantas (Roeske et al, 19~)'. Esté mismo 

grupo de investlgado~esreportó témp;~nall1enie que el sitiode.unión de 
. . . '. ., ' --,_ ·'' - -

AMP / ATP es incie~e~diente dél siti.o d.~unión del F'EP/ piruvato (Eva ns, 

Goss yWood, 1980) y"p'óristudÍo~ dé cpmpeféncia~nfré JÓs diferentes 
_, O.!,--;:--;'•'--.'-"--~·!.-.· •. ·-:;~~'-,;· .. ·::-\ '_, __ . -•,!;·-.-,- cv:·· ~--~,,,: .·--~-·----,-;...:.:·'. ·~-'.1· -.. - '. 

sustratos se ·déte,ú~06 W~e1~,e§irila p~~·é.~;w1 ~~~~~¡~d\6 cataÚtico ~e 
tipo ping-~oni (Mll~éry Wood~l 9?6).:Másre~eI\t~Il1~I\t~,·~ tra~és de 

estudios del ··~fecto d~Ja'ocllpa¿ión'dé ~ sus tf~to en la. catálisis ~n un 
'. -.. '.'. -~ .-- ,-,_ -, ___ ,;-.-: .:-·· ,_. '. _._, ___ ' .· ,:,.. ;;::: ':. .-_ ,, .-.;; ·'. - --· -.-·.,_ ~-: ·.'·-. ,._, _ .. __ . _· ·, 

segundOsitio de la .e~irna bacteriana/se hasug~ricioque ~~~.acontiene 

sitios sepál'ados é iilct~p~ndienti~ pa;a ia. urtión d~'i ATl'/AMP y 
piruvatci/PEP. (Thi~{¡ ~ buh~Jay-~~rl~no, .i9'J4).~~sí i;¡~~{), utilizando 

- '" _ ...... -. - -,.,._. ·:· ·'. .·, ... _- -_,.: --; ·-.·· . 

técnicas de proteÓliiisy~á~c~jed~<Jtópico corilcis c:ifre~e~tes si.lstratos, se 
;-· . ; -- -_ .· - . ~ - - . . ;-- .:- - . --- - - .· .. - .. -- '· ; - · ... - - --;- -- . ~ ,. -. ' -. _, 

ha identificád~ a~ni\l~i d~l~'estil.lctllraprirna~ia lasr~gi.o~es C}Je están 

in vol ucr'.ldéls en la. unióil Cle los<~~s ~a tos:. E~tos'r!!¿ul~ad()(~~~ieren 
fuerteménteqU:é lae'~ima. está•arreglada éii do~iÍtlos estr~~turales 

.. · . ·. ' . '• ·--." ·. ··i·., .··.-

(Carroll et al, 1994). · 

Se han propuesto dos mecanismos de reacción diferentes para Ja 
.:_c.- __ :" .-- . - ---

PPDK de ma[z y bacteriá (Jenkins y Hatch, 1985; Wang et al, 1988; Carro! 

et al, 1990): 

Bacteria Plantas 
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1) E His + ATP +-> Ef-¡¡5p~ p'Y .+ AMP 

2) EHis pP p'Y +Pi.+-> EHisPP + P'Y Pi 

1) EHis + ATP +Pi - E HisPP +AMP + P'YPi 

2) EHisPP + piruvato <-> . Ettis + PEPP 

3) E Í-lisPp + piruvato <-> E .+ PEPP 



La diferencia básica entre los dos esquemas es el intermediario 

pirofosforil-enzima en la reacción que.cataliza la enzima bacteriana: Estos 

mecanismos se han propuestoª· ?artir de es.ludios en los cuale~ se 

caracterizar~n los estados futermediariC>~ de la reacdó~ de la PPDK de 

bacteria (Thrall eta/; 19?.~).asícomo tatnbién e~lade plantá~ CJenkins y 

Hatch, 1985) . Se h~ri det~rtninad() lás cb,nstantes develockJad y la· 

energéticapara la reacclÓn de la enzima bacteriana(Mehl/Xu y 

Dunaway~Mariano, 1994). 

1.4.3 Cillética y regulación. 

La enzima requiere 1'fg2.:i-1Íbre par~ su acti~idad así como el 

magnesio únido ai nu~leÓtldd. La ~cti\!idad ~~ est~~Íada por iones 
• • • . <.. <", . . '". - :::,._-- --~;\ '·"-' , ,., ; _,, .• - ". . ' - : . 

amonio enambasdir~cciones. ActÍfe~encia d~••1a'pirJva to ciriasa qüe 
• ·' - .- · · · • · •. - - -- - · - · ,·,_ . ' ~ _o_-_;c_.c··;.=: ·· - _. • ·-·-

requiere Ktp~rá sil ac_tiV'i~ad(M~ihe'~d; i 987; ·~urihead y lj¡a t~on, 

1992), la ~1>b~ re~Ji~;e eii<Sri únÍl:a~~~te e~ la dir¿~CiÓn de sí~tesis de 

PEP, pero e~ ~-e~'g~ evid~!'te su efE!cfo en la· ctii~é~ióil de síllt~;~s deATP. 

El pH óptinlCÍ.en Ía direéctón dé formad<.)n d~ ff!P.es ·apróx. 8.3 
'~" --- '" •. : ~':~-' ·-.·:-, ::-c. - ".- -,--•• - . -

mientrasql.le en l~ direcciÓn inversa el pH ópÚmo es de G.8. ; 

Todos los ~ro~ u~·tos ~e la r:~cción~n c~~lquief se!lticÍo Henen 

efectoinhibiton~, ~~to es/pirJv~~6 yfi~n'la r~acCión'oOctirectay J\MP-'f 
pirofosfatoenG dfrecciÓI'\ de sínte~i~ de PEP. 
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1.4.4. Genética de la PPDK. 

En 1988 se reportó .la estructura primaria de la PPDK de maíz 

deducida de DNA complementario:El mRNA de dPPDK es de 3,171 

bases, el cual codifi~~r'.a para ~¡¡ pr8teín~ <l.e 102.6¿3 ~pa. 
Comparaciones c_8n la ,e~ima purifica da de la• ¡:iianta i~.dic~ron que l.a 

enzima· se sin te tiza. doill~ u~J,;~~sbr,:o~?.1 ~~~ia~ci~ ~~iüO-:~~nninales 
extras que conésponcienal pépHdo s~fÍ~1; pa,~i1·~1 tra~~port~del ·p~ecursor 

hacia el clorof'lastc;.T~ e~ifriai~:actukac,cmsi~te,de}376'resici~ris;1~• q üe 

equivale a un.l masa molecular de 95.353 kDá (Matsuoka et 111,1988), peso 
' ~ ' . ,• • . ,: ·, .- .-. - ' - ' ' - " •" .,.. - - . . ·-,;_:·•- - •. ~ ; •_- __ ·,e, "'.---"'. -· , .. '., " -·', •. , -

aproximad~ a{q~~ ~~ habí~. calculado en gelesde poli~~ril¡Íilidá-sos (94 
··;.,_,'. 

kDa). Posteriormente se reportq fa estTúctüra, élmapeo'. genético y la 
, · ., . .-,. , , . • • _ .•. e - (:~ e 0 -.; ~~- -':_ .o·.·,: ~,;.,, · ··--

expresión ele!. gene de la ·ppo!( 'd.e°inaiz (Maisúoka, 1'99o). El gene . 

estructuralcoinpt~~de,uria r~gi.6!1.deJ2 kilobases: conl~ e~one¿ y 18 

in trones;e~'url~~~~·d.fio¡Jia; ú~t~a~}'.~~t~fri~aliz~dÓ en ~l crom~soma· 6; 
. -· ~'!' 

Además se id~ntifié:óuna ;egión s•'qUe fl~riqÚea al gene y que funciona 

C0ffi0 promótor I al cll~l S~.ll~~~ factores prot~iC~S cuya i~tei~~Ci~n e~ 
esencial para la transcripción del g~ne (Mats.Üoka y Ni'.unaza:V..a,1991 ). 

-. ,: --·- ..... -·-.-._·, __ ., .. ·-, __ ',-.-,,-.- .. -· ..... .. ,-_-.··,·-·.-:·. (''.'-'.•_ ;.·. ·'·" . ;' " --

Ya se· ha ··~ep6rta~o.l~•·.es fructl1f aprirÍia;ia dila •·.~PDK'ciel~ •.plan ta 

dicotiledÓne.~ de.~~t~b.~lls~.º·~4·Flav~;üi.·trin~v~,i;~sC:~~·~.··\Ye~thoff, 
1990). El marco de lectura abie~t~ ~e p~ecl~ · tr~~ucir a''ÜI\ 'pollpépÜdQ 

-.;.-.,~ ..... ,_.; ·~· -' __ - -· .....,.c;;;--=·--~·---

precursor d~·95?'ªIn111?áci~c)57cof~~ri-t;~.;~º1~~ular de .103 .. 9.koa. 

Basándose en la sirnÍ!itud dé una secÜ~~cia co~sél\s~ para el sitio dé corte 

del péptido sefia1·e~1ª secue11c:iade.~aíz~se preciiJ~ úBa proteína 

madura de apró~imada!Tiell~~ 9.5 kDa.> 

La secu~ricia del gen~ y I~ s~~uencia de aminoácidosde la PPDK de 
. '· :-:'.-·· :··.. . "- - ._,_- .. -,.,. - ·.·--.. : .·'. 

Bacteroides symbiosus fué reportada por el grupo de Dunaway-Mariano 
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(Pocalyko et al, 1990). El gene tiene un tamaño de 2592 nudeótidos que 

codifica para ilna proteína de 840 residuos. aminoácidos, ~on una masa 

molecular de 93.126 kDa. La c~mparacióncori la sec:Üincia c:l~maíz 
~ . . . . . . . ·, , . ' ': '· -. , ... ', - '-·. . ·--:,: ' ,.. .·· , ~· .. : . 

mue~tra un porcentaje de ;imilÚiict d~ 5J%. T~inbién se encémtraron 

similitudes Con la ~~zuria.I del ~isterri.;J~&~gs~o·;t¿ d~ '.azúcares 
- - · :-_-t-· · ·-~· -;--~.:J : ,;o;(-o,_<'.•'c"·" 

dependiente de fosfoenolpiru 'Va te) (PTS) yC:on la pEP sint~tasa de 

Escherichia colf(Niersba~h ~tal, 1992). 

El sistema de trárn;porte.de ázú~ar~~ depen.cli~nte de PEP en 

bacterias es un complejo qile ~stá i~'Volucr'ádo enúfla_gr~ri.diversidad de 
' :·.~-· .;.:,,---· ·-."'- ~· ,. ' -' -·· '. - . >·::--. - -· ... , o-- - - - -- - •• -- -·- -

funciones para Ja interrialización de azúcares en la célula; p.e: 
• . .• . , . -o··· -. ··-.~··:' "' ,. : . • ... ; " ' ·. . ·" ' • . ·,. ,., • ' •. - . ; ' .. · . .-.• 

quimioatraéciónt~a~spo;te¡¡'fra'Vé,s§e1arn~~brail~Yfóifófilación'.La 

rosforiiacióll.·cte}ha1q~ier'á·iii~ar.inval'Gcr~s·~e~·~~íüile~.a~··h:~nsférenda 

de grupos f()~f~~H9 de~cle el P§P h~sta ~¡ ?~~$ar;yc~?tró pr?tei!las 

:::::~;::~~;~~i::;f :i~tf !S1~J:::~;J~!1~6:;tJ~t·~;º~'º 
·. pi~~at~(deritro) + car~hid~ato2P (dentro) . . . . ~ - : . : . '·' ... ' .. ·,·.---. :'" ··-.. . 

La enzima! es I¡ primera de eU~s y tran~fiere ~lgrfa,~ fosforilo del 

PEP a la enzÍill~ H~;, I~Lsi~)efüe§Ki;cas,cadta'tr~tés,~éun • 

intel"me<liai-TO-etlZiT~ª¡::fó~~ió~t'.G-sai~r 1<I9o)~"E~~~e~zima por 10 

tanto cataliza una reacción.sirni!a~a la PPDK 
. .-.. 

La similitud ~~e·tl~n~nl~s ;Poi e~~ la ;enzima I del sistema PTS 

fué confirm~clacori lac<J~par~clónde~a;Í~s secJencias de enzimas I de 

diversas b~cterias con las PPDK'y PEP ~int~t~sa de E. coli (Reizer et al,· 
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1993). En éste trabajo se propone un árbol filogenético de proteínas de la 

familia de la Enzima 1 en las que están induídas éstas tres enzimas. En 

éste árbol seeni:uentran tresgrnpos que co~relacÍonan con s~s funciones 

catalític~sy fisioló;cas~;p~Íun lad¿ ·~~ encue~~an el grup~ ~e l~s 
enzimas I, el de las;~D!( fel g~úp(iA~ I~PEPsi~teta~a deLco/i;éstos 

dos últiÍnos grupos está?l rnás ~é~~a~~s lirios dé otros.que con el grupo de 

la enzima .. !, ~¿IJ1~ ~~dría~sp~rarse ~e•~us acti~dades ÍisioiÓgicas. 
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11. OBJETIVO 

Con el objeto de conocermás a~erca delmetabolismo energético de 

E. histolytica, éste trabajo de investigaclém se e~ocó ala dona ció~ del 

gene que codifica para lapiruv~tof6sfat~ dici~asayil ~u caracterización. 
,.,. -.· .. ··. ··,.'; . : .· ,. - ... ,; __ ··' --- _,-_ -

Se detenninócólt\o se. enéue~~ª ;epresentadoést~ ~ene>en el. ' ' H,,. ,>, ,,,, '•·, .. _·'. ',·,, '.· ,'•," ',_,.' _,.,_. ,•, -· 'e',; 

genoma de la·•ami?KTaxribién s~ ~h~lizÓ· rii~c~~~~fa ~·~ ~'ifl¡~~~cidos que 

se derivó d~ la· sJc~~rici~'cl~ ~ Jcleó ~eles· co~r~~pe~;o · ~ l~s • pÓsi ble~ 
. :,._ .. , .:·'. - '· ... --_ ·.' _,,.·,, .. ,; __ -,- ·-' .. •:-, •, . ~:..,. ,';,_· >'·.·'. _,· __ - . -- -

funciones. qu:e cada regió;11 pt¡edan lenel"/pÓr comparación con estudios 

de otras enziTna~ho~6io~~s·Ó r~laéi~haci~~ Íl!nclo~~hriente> 
' '.e.-,. ··,.' •• :- , •• ·. ' ' ·:.:-·; ' , , .:, 

El estudio a iU~el bioqUÍritlcode ésta énzimá ktr~vésºde la~~bre~ 

expresión ~~!,gen~ y l~ puriÍidaciÓ~ d~ l~ pr~tefria r~~o~binante, nos 
~ -. - - - ;~- - ._ '->-' - --- ""'·· - " - __ - ,. •. . - ·' - .. ·- --

amiba. Así ílti~mo, el-c'oI\oci~ento rl1rici~n~I de la Pf'DK; puede proveer 

las bases par~ est~9iqs t~ia~elÍti~os en l.~s cuales pu~de co~sid~;ár~ele 
como blanco para el disefio de)nhibicfores que aied~n espeáfic~m~nte la 

glucó!isis de lá anil:>~'.ya<queésta enZÍnl~m?está pfa~ertte ~n el 

hospedero humano. 
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111. METODOLOGÍA 

La parte correspondiente a materiales y métodos se incluye en los 

trabajos respectivos (Apéndice). 

111.1 Metodología adicional. 

Para el análisis del número de copias del gene que codifica para la 

PPDK se realizó análisis de tipo Southem(So~~her~, 1975)y se empleó 

metodología con vencionái( Sambrook; Fri isch y Mania tis, 1989; Ausubel 

et al, 1987). 

III.1.1 Extracción del DNAgenómico. · 
'· '' . :.__-. ,.·-~. _'. __ :..:- · .. 

El DNAse extr~jo sigi.iie~dól~ metodología descrita porJannidt et . ';-. - =- ' ___: _.. ' -' ., _-,,__,-._ ..... ·-. ,._ "'· o:'_ ' _._, ____ --- - w--- -

al,1991 con peq\.leñ~~vi;ia~ibl1~s.'f3~eveil1~~té; seutÍllz~ron40 xlO 6 

trofozoítos de la cepa r.rM1:rMSS. LÓs trÓfÓzoítos se layaron el\ PBSA 
- • , .- ·,.. • - ' ,_ •• _- '-. •• - - w • • • ', •• ,,, -., ,__ • "·": •• -- ,' • ' ' - • - • ,, • • ~ •. '• 

(N aH2PO~ J.9 Il1?vf, ,Nk2~4 8) ~M,'kac! 154 .~ pl-f í':2 )'y s~ lisaron 

con 2 m1 de Nortldet p,4o~al i %' ~n PBS.Á a· temperatura ahibiente pOr 5 
-- ·, '..i''::, ' ._ ·. . o - -' . - . ·' - ·:. - "~--- ·- - ; ,/ <· -- .. ~- -. '-. ·' - . •·. . . -··':" : . ·. ,_ . . 

min. Postériormente,· el lisa do se C:énfrifugó a 2ÓOO"x g~pór ÚJ ffiin. para 
" . • - _,;_< --.- - ·' .. •:.··· , -" . - ' - .. -- . _. __ .. ·.' .· .': -·' '~-·. - ,'!___ .·. 

purificar !Os í\t1debs : Esto~ se !is'arb~ por 30 iriih á sooc co~ 3~1 cte' 
" ' ,:' ··"' ·"·- .··.j ,<·,,· ··' .. - •· ·---,:.-.-' ·, .:; .-.. ·" '. 

buffer d~ ,1¡fa~~E=(~9~~fr!~1':i~;i:I9)'º-~RB'.~.p ,~Eg~.A.·_10• rnM pH· 

8.0, sarcosil al O.So/o y Proteinasa' K ()5 mg/ fin: El lisad.o ríücleiír se 
.- . _ _. ·- . .:.· .. , . ,,, . •. - .. ' .-><···-. ······!.;' ;•; ,;_ .' .. 

extrajo dos. veces con Un< volumen. ig~af cie felló1~doroformC> (1 :l) ·y una 

vez con clorofomo, ~epa~alld~ las fases a~o~a~ por cehtrlfugaclón a 
•' ., -____ . '· . >:-- :.·.·· .. ,._ ·····- ' 

12,000xgpor10 min .. Setomó)a'faseacuosa dellÍltiÍno.pasoy se 

precipitó el DNAcohl /10 deacetato de sodio 3M: pHs'.2 ~ 3 volúmenes 
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de etanol absoluto por 15 mina -70ºC. Se centrifugó a 27,000 x g por 15 

min y el precipitado se lavó .con etanol al 70%, se secó y se disolvió en 

buffer TE (Tris-HCJ 10 mM pH7.5, EDT A 1 ll"l:M pH 8.0 ). 

III.1.2 Análisis de Southern Blot: 

Este análi~is se ;;aÚ~¿ l¿orde a h metodología descrita por 
• ~ .. - . ·- ;>.; .· . - . ·.· ,. ·- . ' 

Southern (Í~nsr···· 

:~>:.-.· .. _. ·_; :. ~ ·:,_ >~----::-< :;. ·-<'.." -~_'.! ;. '_:<·~:.-: ... <. '·.:: :,: . ·J: ·;,· ~-..::_; ___ ,.·- >~: _·'< -~-.·-< ,._ .. .";-._~-'.-~ .'· ;: ,' 
digirieron cémdiferentes .enziillasde restricción de .acuerdo a las 

·.·.:· ·:· -:.·: ... :.:••e,··_ .. '·.'.···'.':-··.·«-'.·-·:·•·':··'··:·""· ··,:·· -

instruccionesindicaciaspcír Jos provéedore~ .(~RL,Bethesda). 

Los fragril~nfos'obte~idos se ~·~paiaron'po r~lectrofCJresis en geles 

de ~garosa'~10.8%~ri~Üffer~~T~~(frisb.os9M;ácid.6 ~~ic~0.089M y 

EDT A O.OOZM pH s.Ó) y se,~isualiiaro~ !'6r; tindó.~c6it brnn-;w-d cie 

e ti dio. El DNAgi ct~i~~fu~~ÍizÓ por u'~;a hora en tiri:·sol:~~6~'.dé NaCI 

1.SM~· Nao~ <J:s~ ~pci~~erlor~~nt~s~n~utr~li~ócon un~sol~ciól1·de 
' ; - - .. -· ._, _.-.. _,_:-·.: ,-•'-·'",- -<·.---- _,' -;,·~·.--._ .-~ ..::~. ',.~- ·- .- -· .. 

Tris-Hd\Mpf-1~.0;NaCII.SMpor otr;s ~o IÍ1iI\,\ . 

La tra11sf~rel\Cia c:iei~~ fragmerité:is de DI-JA¡¡ filtTo~de nylon se 

realizó por ~apil~ridad (Maniatis; .1984) y~! DNAse fijó affiltro por 

en trecruz~n{i~nt~ ~~·~ • ¡ ~i ul~a~ioleta Jsa~do '~ 5;;a t~linker 
.:·>··· 

(Stratagene): 

. El filtro se pr~hib;ldóco~unasoIÜdÓn que cont~~í~ 6X SSC( SSC 

20X: NaCI 3M; cl;rat~de sodio 0.3M, pif 7:0),i()1J~ión d~'oenhardt(ficol 
1 %, polivinilpirr()lidona 1%, BSA 1;), s~s:1 ~j~'Srís~HCI 20 ~M pH 

8.0, EDTA 2 mM pH 8:0 y DNA de espermade ~al~ón 100 µg/ml 
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desnaturalizado por calentamiento por 5 min. El filtro se incubó en ésta 

solución por4 hrs a.65º.C. 

La.hibridación se.realizó utilizando comÓ sonda el fragmentoEcoRI 
,, ··-' . ·, -, ' · .. •' ,, 

de 956 nucleótidos de unad~nade cD!'.rA que' aisl~~os y que . 

corresponde a p~~te <lefgei{E! (¡l1~ 26clif1cap~r~Ia Rf>qJ<:cie¡:;, ltistolytica 
_¿~ . - . . ' 

(ver artí~~lo i ). i.~ s~nda se marió por Nick Tr~n~lationco~ dCTPa 32p 

siguiendo i~s instrµ¿éib~~~;a~M¿ pici~éedb~e~Ja~t; B~thésd~). La sOndá 
·'•\')• 1 :' --~--:;·-~:-:··(--.-·- :-:-.--':..1--:·--~-~-~·.__,;. 

se desnatUral.izó'porcaléntamie.rito;seágregó á las6luciónde. 

prehibridációnfse i~cubó a 65~C por 14 hrs'. 

Terrr\ifladafa;hi~ridación se eliminf~! excesocdé sonda con lavados 

de alta astrlllg~~~i·~ ·¿6~ssc 2x;:sbso.1 % ( 2 v~c~~a t~~p~ratura 
. • . ' ' .... • : \• ,. '. ' ... , . . ·:·· - • . -- •.·.·,. '• ",• •· , ...•. · ., o,· - ·-O·. - ·o: -· ,~" . •• .. ' • . 

ambient~ ~od.s Tin~\, Gfrayei~ 65,~~ 'f;'élf;~o il{¡n): · · 

L~s: f ra~me~ tosfaJ~:hi~ridaic>~s~-yÍs'dfü~circi~ ~oia ~161'.adi; grafía. 

III.2 Análisis dela~·~ecitencla~ de nucleóÚdÚ~ az'rlinbácidos. 
- ·-- o , .-;- "; . - '_o--.>-. ,,~ ' .... , '"': ,' · - • ,. ' •. • ' e • : .; ''• 

El análisis y manipulación deias secuencias de nucleótidos y 

aminoácidos se realizó utilizando elprograma-PCG~NE. 
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IV; RESULTADOS 

Parte de los resúltádos obt~~Ícios en éste trabajo de investigación 

fueron publkádos en lo~.Siguient7~ artí~ulbs: 

1.- Saayeci~~-Lira, E .. ,§. :Robinsony R. férez~~mÚfort.1?92: Partía! 

nucleoÚde se~~~~~e;ciit~~·¿~;fu,e.~yr·~~ati;c;ft~oph~s~lla'~~ dikinase of. 
',.~·'·;< -~'-'<"".~ -~·-,: .. ~_·-. ~ ,_~ ,,;;,,, :::,;._:;_,:> ;,' ';1 

EntamoebáhistOlyticaiHMÚMSS:Arclt.M~ .P,~.· '23(2):. 39-40.·· 

. 2:- Saa~ed;~-Li~?,g.y~'_;~~re~~~~~J~n.k9~¡;"CI~ni~gand .··. 
sequencédeter~riatrohÓfth~. gehe ¿~ding%r the py~uvate phosphate 

dikinase of Entarnoeba hi~tolytica. Gen~.· 142: 249-:251 '. 

. -

Re5umen d~l árÚ~IoJ. ··· .. ' - ;-.-,-. - ., __ .-. 

En Iá prime!ª pub!iéadón se describió el aislamiento deúna clona· 
"' . «-~ •• -~~--- . - -- ·•• ' '~ . ,,· - . - - . .- • - . - • 

de una bibÚoteca de i:)J\rN~~~pl~m~ntarÍo de E. histolytica de la cepa · 

aminoácÍdps que ~~Cdi:J:iyó~, ~l,.SéfcC>_tjip~l"~d~~ c?ll l¿sbaricos cié datos 
.~ ,: ,. - -_, 

Genba.nk.)',NBRF(PI~;!Il·~~~'.~~siffi~¡¡~d~~.en'tre~.~,Y 5~·5:o/c,.a niveI•de 

nucleótidos·y eritré ~S~Í5y'19.4cfo á·nivelde ariunóitddos'{con Iás·_· 

secuen~as.r~r.e>r,t~·?,.a;¿a{f1a~~i~~va~~-ºfrotc#fat?di~Ín~~~ CPP~DK).de 
maíz, Flavé;ia trfneroidyB~~Úr~id"es sy~bil>Sus: Est~ doria contenía la 

-·- • - .,.--::·.:; _, ',•e• "'' .- ·: '-:t· -• ' -- ; ·. • 

secuencia ?el sitio acti~olyl~secti§nda c~rrespondí~··a 

<'•. ''·>'''-"_-:·:·,.º'_/;: __ -;· ·:. ' . ..>· 

1 Hasta el mome~tci en qÍJe se envió ést~ trabájo a publicación se habían 
secuenciado únicamente los 552 nucleótidos: Posteriormente se lograron 
secuenciar afros 404 nucleótidos y se observó que hubo un error en la .secuencia 
reportada de los primeros nudeótidos~ La secuencia de aminoácidos correcta del 
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A pesar de que ésta enzima había sido descrita y caracterizada por 

Reeves en 1968, y ha sido estudiada a nivel de mecanismo de reacción y 

regulación en plantasy bacteri~s, poco o níngún trabajo adicional se 

había descrito para la eniima de amiba hasta éste reporte. 

Resumen del artíclilo 2. 

En éste trabajo se reportó la secuencia completa del gene que 

codifica para la Pl''Ó_K de ~. histolytica. La se~uencia se deri v.6 de tres 

clonas sob~el~~~d~sqit~ fueronaisladas .de una biblio.tec.a de DNA 

genómicb de a~;b~:~~)a ~ep~·HMI:IMS~.~asecuen5ia~e3033 .. 
nucleótidoscontellía ui1m~rc6 déiectur~ ábiertéi de :26ss.nu~leótidos que 

-, ~ 

codifica. para ~ª ~7ot~íri¡ __ cte 886•r~~ictll'b~ ~~o'áC:ia~s"c8n• l1mlr:riasa 

molecular de97:899ko~: 

La se.cuel1da.de •• ~~in()á~id~~·ded~•dd~.~·secornpar6 .. conlos •. bancos 

de dato~ s~iss~;~¡~y~~\¡;~IR y~~l ~lln~~~;;;i:a;·;a :~6ie~cia ;e E. 

histolytica ni'6stró ~i@l_ití:id~sd~'sl,'.48 f 47;% ~ori'Ias)'PDK. de ·13. 
symbiosus, ~afi.;F:t~i~·/,;~; ~~~p~cti~~m~~te.E~tiisÍ~Hitud fuéla que s~ 

- • .. -· • • » •• l - ,C',- - ,. -. • • - "• •• • -· • '• -, • '~-' ' •• ; - ; - ;,";;:- • -·· -- • -.-, __ .' • • 

obtuvo para la ~e~u~ricia c6ii-t pleta, su1. ~tri~~~g6, ajo lá~go ci.e eÜ~ ·se· 

observaron r~gi~rie~~~.)1t?siiniÚtg~ sepii~·~d.as •. ppr. reg¡dhes ~e menor 

similitud,.al~~ria~ delascu~Iesseh~npf?p~eÚ.º. confoI~s-sitios•de •unión 

de sustráfos.sei~e:ti~i¿¿ ;I.~otivo~élel~itlg-catalític~~dd~f~H¡Á .Jv AR 

que en amiba contiene un residllb cíe lisina (K) en IJgar de l1riá nietionlna 
• ·- ·-. ' ·. -· ,- · ' • ,- •· , --. " ~ · - ' _e_ ~; ;·· · ~ , ·- . • · _ - , : . -- • · · • _ . ' , .. { .. / .'<- •• , 'Ó • . . '1 ~. ;·,-o' ;o· .• • · ·, 

(M) conservada ~h Í~s oh-as s~é~en~ia~. Acteriiá~ s~ id~htÍii2aron regiones 
. '._,·.. ', '.-. ' '.~·. ,;' i• . ' .,: -.- .. . . . ', -·. ': ·- -_ ' < 

sitio activo era GGKTSHAÁVY AR:esclecirque los dos prÍrr;eros residuos de 
glicina se habían deducido err~neai;iente ccimo arglnina (R} y asparagina (N). 
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que también poseensimilitud con la enzima 1 del sistemade transporte 

de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) que pueden estar 

involucradas en la unión del PEP 6 que pueden dar ciertas características 

estructurales a la proteína. 

Resultados adicionales. 

IV. l Análisis de restricción de la secuencia de nucleótidos. 

La secuencia de nucleólidos obtenida para ~l gene que codifica para 
< ••• .:,-'.·~:;.'. ,< - ; ->: .. :;'-- -< ·:.·. ·:: - :::> ,.,,,, >"-. _:;~_-:<. ' 

la PPDK se sometió a análisis por computadora utilizando el programa 
.. ":··::-_' 

PCGENE parareconoéer los sitiosde réstriccióndel'gené: 
- -. -.. --·-·--,· ·- · .. -. - ; ,-- . •'·'··· ; - . ·. . -

J!l ma'pa'cte res t;rt8ciÓ~. que.S~ obfu~o se IT\\l~S~~ ~~la. fig\.lTa i En 

dicha figura· tafubi~n~~.i~~id~IaÍÓc~Ú~adÓ~ ~~·•ias¿loria·~· i¡Ü{s~• 
- -~'--· - - ---· - -~-"" ~ ,-.,._'fe;.' _, 

aislaron, así como la estrategia deseC:ue~ciación:Lacllre.C:CÍón delas . .., -.. ' .. , '.,, ... ·- "·· . - - ,--·-··;-.· _.,, -

flechas indica la direcdón en l~ qÜe se\~citerio~ron Íbs fragmentos de 

cada clona utilizanclo. ~f er~nt~s· ~L~~~il.a l;~~~ ~~rc~dá ·~~In~ so~da 
-· - . . . ... : ':>.-_ ' " ., . ; _-- ·,. " :·~~ ~ . - -. - ' -- ·- ·- "·- _-

es el fragmento com.ple!O dela do.na de cD~,'\ qué se utiliióénlos 
' - ·; :· ~-- .- .. - .,-

experimentos de hibÍ'idación 
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• - Clona PPDK7 genómlca 

- -Clona PPDK18 genómica 

• • ·Clona PPDK1133 genómica 
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... 

...... 
...... 

=~ lx 
11 

100 ni 

Fig. 3 Mapa de restricción y estrategia de secuenciación de.l gene 
que codifica para la PPDK. Se indican lalocaHzación. del.as donas que se 
aislaron para obtener la secuencia compl~ta del gene. · 

FALLA 
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IV.2 Determinación del número de copias del gene para la PPDK en 

el genoma amibiano. 

La figura 4 muestra el patrón de hibridación. de la clona de cDNA 
, . 

que contiene parte del gene de la PPDK con el DNA genómico de E. 

histolytica para la determinación del número de copias del gene presentes 

en el genoma amibiano. 

Fig. 4 Número de copias del gene que codifica para la PPDK en el 
genoma de la amiba. Análisis de Southem blot de DNA genómico de E. 
histolytica HMI:IMSS digerido con diversas endonucleasas de restricción 
e hibridado con una sonda homóloga que contiene parte del gene que 
codifica para la piruvato fosfato dicinasa (1 .. : marcador de peso molecular 
DNA del fago t.. cortado con HindIII; SD: DNA genómico sin digerir) . 
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La tabla III resume el número de sitios de restricción que posee la 

secuencia del gene -deducido por ·análisis con el programa PCGENE-, el 
. '. ,·- . ,·.- .. : __ :':.· ·.. '· :_-.. : , -.. . -

número de baridas que deberían hibridar.con la sonda para lii PPDK (de 

acuerdo al tnapa de restrkción qu~ s~ obtuvo y a la loi:al¡zación de la 

sonda homóloga) y el nlímero de_ bandas observadas en el southernblot. 

Tabla III 
Análisis de restricción y patrón de hibridación. Determinación del 

Enzima de. 
restricción 

BamHI 

Bgl II 
EcoRl 
EcoRV 

Hae III 
Hind III 
Pstl 
Pvu II 

· número de copias en el genoma. 

No. de sitios de 
restricción en el 

gene 

o 

2 
5 
o 
1 
1 
1 
3 

No. de bandas que 
deberían hibridar 

con la sonda 

2 
1 
2 
3 

observadas en el 
Soi.íthcm blat. 

1 alto peso 
molecular 

2 
2* 
3* 
3 

.. *A pesar de que no existe concordancia para éstas dos enzimas entre el 
número de bandasesl'E'.radas par análisis de restricción y el número de bandas 
observádás; el patrón dé hibridacióncon las demás enzimas de restricción 
sugieren que ~l gene está en copia única en el genoma (ver abajo). 

~-: \ 

Como se puedéobserv~r en la tabla; para:la mayoría de las enziinas 

de restricción·q~~ s~·¿¡:¡~~~r~~ e~~t·~~a corre~pondencia' ~ntr~ el•.·. 
. . . ~----· , ·-·.- _. -· .. \. . ',• ., '. '•:. :', _· .. . .. ' - ·--. '.' ·' '• . - - ', _, . -~ 

número de bandas qi.i~'deberían hib~idar con' la s'oll.d~ fe! número de 
. . '.,'"·:'' ·:_:.:-- . :., <•':,·; "·.o "'• .. - ... ·' . - ·-. . .· ' ' 

bandas que hibridarón con 1á'~ónda'p~ra la,PPDK. Tarribién existe una 

concordancia e~trelosiamafiÓs ~;ke~~dc)~ d~\~k;f;ag~~htos que 
.-..... ,.-._, ..... ' . ', .,· . . . ·., 

hibridaron co~ la ~onda y~ue se pueden determina; con el mapa de 
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restricción de la figura 3. Por ejemplo; con Bgl 11 deben hibridar dos 
' . ' 

fragmentos deaprox. 700 y 300 pares de b.ases(pb.) d.el.os males se 

observa el de 700;}:onv;cdruse ob~érva t;rde.,?00.(hlb.ri~,a~iragrnentos 
homólogos y del ffiismo tamaño) y con PvuII se Óbsér'van tres: uno de alto 

pe~o molecular, ~o menb/li~ 60,0 pb.yJrio ~~ a~r~x. ;6() pb. 

Los resultados del patrón dé fubridaciÓ~ sugiererl'fu~rten{él'lt~que el 
, ·.\ ·._ .·· ,·· .. -· -.. : 

gene se encuentra en copia única en el genoma de E.hÍStolytica. 
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V. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

El resultado de éste trabajo de investigación,ha sido la clonación y 

caracterización de la secuencia del gene que codifica para la piruvato 

fosfatO didnasa de Eritmnoeba histalytica. Los resultados del. análisis de 

Southem blot su~ierin fuertemente que el gene se enc\le~tfa en copia 

única en el génoma.Al ÍgÚ~l q\.l~la mayoría de los'gen~s.én amlba~ 

probableme;t~·¡~~~ no ~orÍtieneintrorÍes: E~idencii~'pardales de ésto 
"''' '.,,"':'·'·:_,._._~ '.' ,,~; ··----~-.-.,,. :. -···.•: ··--···· - . -_ -,.·., ,._.,; ;~-;-._ - ·-''-. -:-·,-

son: a) la s~l11eja~~ª ~nl~~sec~en~ias •. d~la; cloh~s.qlle''~e .kislaron de 
cDNA.y g~I\ó~ic~l(~·ola~ent~ ;~·ra·;t'~ Wá~~Teht6 d~l.~;n~) ;.b> al ser 

traducida la secuenda'de núcleótídos i secuencia de arrÚnoácidos no se 

d•""::!f j~~~f~1~~~~~~¿iff~:~~f }{f ~;~~~~~~:;;~º'y 
::~~~!i:~:J!~f~$~,W;~:~ttr;;~!i~f~f~j~,:Íl.,. º''°' . 
genes de. amiba, .. el ·~·~··l~;;oK;:~.rico· enaderiiha •. y ti~lna.:(6~:7%);· lo .. cual 

;;:~::::.b:d.r.:~.~~i~.~~.¡:;.~~i~~.~1~:~~(~,Z~). 
, .'( '~' 

La sectienciá c:I~·amlhoácidos q~e se· cléri vó de l~ sec'üenda de 
,-(·. <;_.· ,_··.' ~oo.-,,.,'::: <J-"-;. ·-·- .. ·._ :.-.~-.,-- .. ·0 ,' !:!,.·:'"- .;·-;._, -~'.·.- '~--·:-- ,_'" · ·' • ·, 

~.:::::::·Pt~ fitrr\~W~~!~!!~~jffi.~. :.•·.1;1~;rtt: 
·.,~ •/º _• ! ,• 

Flaverin triúrvia: El análisis dél uso de cód,o~~s demuestr~;t~}l;;cc. 
preferenda enel•uso ?e, ~~;riÍ.h~}?ti§in¡G~TF;;c~I;~poskión. Los 

codones preferfdo,ss6ri···1o~Iniiin6sqil~ se'ha'ü· .. ·;~~órt.~dopar~· E, 

hístalytica (Tan~ichy H~rst~a~~' 199~;.c~ar ;,F~EfülJ1g, 1992)~ exc~pto 
para los anúnoácidosfehilalanina (TIT~sT'f9, trem1ina (ACA vs, ACT) 

y alanina (GCA vs GCT). 
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El alineamiento de las cuatro secuencias de aminoácidos de las 

PPDK (figura 2 del~rtíclllonúmero 2) inueÚra que éxisten'regiones muy 
, ,·- : ' .• , ~. . . • '~ .• • _ __ _ ,__ _ '. ,--- ·o o • '7· - -.- , o 

conserv~das. Una de ellas plenamente identificáda ~1\la estructura de la 

proteína es e1Íno~~6-delsitio activo GG(K/~frSHJ\ÁV~~R; presente 

también .eri.la~ en~im.asidel~i~t~in~···~~~r~~Jort~:~e-~z@~ré~: 
dependiente de i:>Er: (Reizer-¿t ~/; 1993) yla PEP;siiltetasa de E. coli . 

~ ,,.,,,,. -- : ' .;:-. ' 

designacióh<de ~a familia de p;oteínas-siffiilares ~ la ellzimá I, en las 

que estáJ illcl~ícf¡¡s las q~e he~~~áohadoy h~ confir~~dóla validez de 

la firma ó secuenciaconsenso propuesta po~Bai~o~h(1992) que identifica 

a ésta familia: 

TXXGGXTXH(ST A)(ST A)(LIVM)(LIVM)(STA)R 

de las cuales t~1nbiéh están p~es;I1t~sen l~s erizim~h y arias deéstas 

regiones se hanpropuE!stJcoII\o~iH~sin~ol ~~raclos ~!\•la. uniónde · 

sustratos (y~ ~-lllása~ela;te)·{~eizer ;,' a/,1~3 ). ~.011resÍ>ecfoaI 
alineamiehto de l~J s~~~e~ctascd~ la~PPDK~bn.las s~~Ú~llcÍas de las 

enzimas I reportadas para difere!ltesbactedas, éste mu~strasiinHitudes 

entre 27-36% pern'ó~i~~nie~te en la-regi6~ ca~~o~l~_ie;IT\i~al (~p-¡lfffr 
del residuo 242 en la secueiü:ia dela PPDKdeamiba está. el ihido del 

extremo amino térmii\al deJ~~-enzimas fr 
'. .. /'-.',/. 

. ,, - . ' ' -

-Se identifi~ó llna ;egión e~ lasPPDK qu~ en lá enzima I se ha 

propuesto como el ~itio flexiblede wti6n-de dos dominios e~tructurales 
. ' 

(figura 2, artículo 2). Para la enzima I se han realizado estudios de 
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calorimetría diferencial, tanto de la enzima nativa como.de un péptido 

que se obtiene por digéstión cpn proteasas. (ÜCalsi et al, 199,1; Lee et al, 

1994). A través de éstosestudÍ6s ~eh~ diÍterirtil1ado qll.ei~ e~ima I está· 
., - •' ,;,'. . . ' . ' . -,• - ·.-· .· ' . -

compuesta de dos d~mini:;s y que exj~ten'interac~ones cooperativas que 
' , . . . - - - -. . ·- -;;-~- . ~:.. - ·- o; ' ., : :· • ' ·, ':.: ; ,. :. ' ;. ·- -.~ . ---: . '. ; ' ' -

también.indicó_ .• queéxis:teun·a6miti1~·~Il1i~o-terntinar<l~.30._.kC>a •. que es. 

altam~11t.e. ~;sis,t~ni(~ p;~t;~li.~is y~9¡~á,~~ést~ P~BtÍ~; ~l el.4l!~.Pºsee la· 

más al t~-:r~ en1 !Ós 'e~tJ<lios'"éi~~~1d;iri\~t;!~: siio~fü~~ITic)~·lél s~Ctiencia 
• ... - ' ' -.-,· • .;,_ ,_. '. ..:;':· -~- ' ··- ..... , '-:: •• _.:.': ·' f ,_. '. '. • •• ~ •• •• '\ • '".. - ,',' • •• ' ' ' •• - ', 

de éste pép~ido•_efll,<Ís··~ecu~nd~s._·ci~PPDK,ést~·-.·se''~~~ue~·tra';en_._1~ 

porción ined.i~ d~l~'~;~teíll~(resi~~~/2_~2a512 e~la;e~eJcia de la 

PPDK de a~ba)y~;ntienelas·s~curncla delsi,tio~~tivo.?~rJo_tanto se 

podría d~ai que ést~ pépticli es .~á~ ~'~e;~s~~d·e~~J;:e~te ~é1 péptido 
e_-.--~~:.~-- _,_~ . ~~é:'.-.· _-,:.-·"'¿ '--e--

eri el que está el sitio de unión del PEP, (porción carboxilo terminal). 

Es interesa:nte -~ue ~a. es;tr~~tJia ct~fiaJi~~~-~~d~ la~~'nzi~a I van 

acorde •a· las actividades fisiológfras de.l~s mism~s; po}ejemplo; la -
e - - , , -- -, - • • •.' • ' -. : - -· • ''- -~·· '; ,, • • _, •' • •', • '• .,:~"· o·,,.·:< - "• • , , "- -.. • 

enzima I de!J~S.trai{~fie;e elg~Úpb fosfato delf9~~fbenolpi.Tuvato alá 
• - , .. • . , . ._ ,._ .. ,. . , . :.-· • :.- . -- . --· __ .,._o·,.--:,--,.. :'- ·;·- , , •. - -~- . :, -'· • .', ,:~<· . ;._". ·-· _. 

pro tema HPr>Ia'sigUiente enzinla eii °ia'cascada de.dicho sistema. (Postma, 
:·· ,_·:.-' . ··,- '·- :.·" .. ,, ··- :· .". . . "· . ;__.' , :_ , ., , " ., . - '.e~-·!'- ; . ""-: :- ·_..:-. ::".', '. . ._ .. - •' 

Lengeler y JélcobsóÍ{i99J);.Eri·I~ enzima I no' está pfesJnte el extremo 

amino terminal de las PPDK y ésto .püdie~a débersif 4'lle!J erizim~ I no 

acepta grupos.fo~iorÚodelATP; Estó~()~;n;Ja ~P~~~ir.'~l!~ e~ l~sPPDK, 
el probablesitfo ~e Jnió~ d~ ~ucleótldo'.sé erici;~~t~: ell el extremo\xnil1o 

: . , -;·_ -, _. :- -_- -~-"'-.º---=.;=--,.=;';-o------'-o"o:-·--=~=-=--=<·---=-=--- ·- ""- ·'. -. "•, --- .' ,. . -

termin-al, si~ndo qúe tál hecho se ha.demostrado en los estudios de 

marcaje de lo~ sitios ele ~ió~ de su~~~ª tos que s~ d~scriben a 

continuación. 

El grupo deDunaway-Mariano ha realizado estudios de digestión 

con subÍilisina de la PPDK de bacteria para identificar los sitios de unión 
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de sustratos (Carroll et al, 1994). Las investigaciones han sugerido que la 

PPDK se encuentra arreglada tridimensionalmenteen cuatro dominios 

estructúrales. Estos inve~tigadóres obs~~varon queia digestiÓ~de la 

proteína cml la prote;~~ su~tiHsina. pr~duce dos péptidos esta bles:,uno . '. .... - .•'- . · .. · ,. ', 

amino terminal de 2S kDá y uno cárboxilo terminal dé 35 kbá. En la 

región i~termedi;·eXiste Un sitio sus~e~tibledeoco~k qúe' pro~~~eun 
. . ' .'-· . : _, . . / . - . . " ... ·' - ... · ... - - '. ~ -. . ·.· .. , . ' . ' ,,,.,, - .. .' ·' 

sitio activo. 

monofosfato (ÓAMPfypost~fior c.lige;tióz1éon. l~pf~teasa.c.l~la enzima 
"' '~<-' - .·_ .•; .. : -· ; .· ··>"··-

modificada covalentemente; i.::onéstá'. metÓdologÍa lograron determfnar 
¡- ,_ --~·-._ :~·-.. -::.:-·c"<::.:;':-... '.';_';-:--,:·:o·--_------ -:'.~-·-_--: ·,:.· ~--;- , .. ·.:: ,.,• .·.,-1_/'i; ·\~~_,;.,·~-:~---~ :_;~'._,-;-:· .. º.- : 

que el.sitio cie.uruón t{epifuyato"~~eriC:ue'i{Ga.en'é1 ¡:>éptido\:arooxilo 
,. --- .;-".;-~·-_,- _,_.'.;_~- ,-__ ----- ,--· . - -.- . . " -- : ·- -, P·· .: , ' ~. .., " . ' ,- .- . -

terminal dé 35 kDa/ lÓ c¡¡_;e, cc:incuerda 'cie ~~~ forlf~ ~uy fina con la.·. 

predicciórld~ i~ iJ.i1ió;{:d.~éstesu~tiatÓ eri'el ~xtrernO:c~rboxHó terminal, . 
.. · ;--OC:=-'.--•,_.'. :é;"°=º-,-.-.'":'"-,·-·--~-,.-. •::>~·•·,_•_~c .. ''--; .--, ,-,·~~.:_~·--:~'.-~~~"1;. __ :-i.'-'~--"_óo'..:'.; .-· 

sintetasa'. Por Ótro lad6)p~ra el ~itlo d~ uhiónde riu~l¿óticld, encontraron 
... --- .,_, ... -""···-· .... '\"e'-·-·-·-· -,.·- .· ... '. _,· ..... -

que el fra~ento qU.ese marcaba e;a !!lpéptido amino~térmi~éll.de 25 -· - . - . . ... . . " -.. _. . ,_ .... ,;, -,' . .. -- . _._ . - ; .. ~ - - ~ -- __ ,. - ., . ' . 

kDa, d~du~c:ión q~~~e~odÍ~deri~a~.t~mbiérl clel~f~lta de éste péptido 

en las enzim~sIY~EP ~int~t~s~. 
La utilización de'.los análogos de sUstratÓ adenilimiéiodifÓsfato 

'. ·,· .. ' ·... . - '- . "-. . . ... •. ·. ' 

(AMPPNP) r<>:>:alat6;apareñtémerite prodt!cen~Únciünl:iía·~ · ······· 
- ------=--~;·_-e,-.-·--,-=«,;'----:'";. - ,.• <' ." . -:,- -- •-··-. =o •• •• ~---_ ....... _. .• ,.·--.", '" • 

conformacio'llal e.111a.pr8teÍna q~e altera en cierto;seÍltido el' patrón de 

hidrólisls de la prcitéll.1~,}C> ~~~ s'.ugi~re;qu~ exi~te~·cambios .. 

conformacionales cu~ndo se.unen éstos sústratos, 

Los resultados que obtuvo éste grüpo:son importan tes en el sentido 

de que indican que l~ ~strhctura tricll~~nsional de la PPDK consiste de 
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dominios, cada uno de ellos independiente y encargado de la unión de 

los diferentes sustratos; Probablemente el dominio del sitio activ.o es 

flexible (porsu susceptibilidad a proteólisis) lo que permite la interacción 

con los demás. 

El clonar el gene que codifica para la PPDK d.e E. histo/ytica abre 

una puerta p~ra conocer algo más del metabolismo de Íos carbohidratos 

en la amiba.'ta ci~nacióndel gene es una g;~n ventaja, ya~ue abr~ la 

posibilidad dernI1ta~ ~;r1 granctes c~rüiciad~s de l~ p;ot~íI1J> 
recombinan te p~r~·~~a1iz'.ar~studio~ bidtj~~cos. t~l~;~~rnº. l~ función, el 

,. .· -' ., -·. ' - . :~- _,,__:' ~ . . :., ( ' -"~-- ::, ~- -. " '' .-, ' ._ - ·.··-' - ' .-. 

mecanisrno de're~cciÓn,dnética/etc. 1 

El. contar con la ~e'dieilcia ele anÜrioáciqos 9~ cÜch~ pr~teína 
.;¡.-·-: __ ,_,;,_" 

también nos perffii te. hilc~r UJia: s~rié·Cltailáfü;i~Y rft?<lii:ciór¡es acerca· ct e 

las interaccid;es ; ttl'i=1 'd~e·~~~chira se~~aria' q~~ púedan Úev~rse a 
cabo. Ademá~se puefíen;realizaiesfutliospa'ra cqnbcer detalles .de la 

~--=·~e : .. ,. :.___:,..::·-=-;¡~:·'-\ ;.;.~--~·,: '· 7>'=".' :---··:--'Y~-~·- :. ·::P'-.- ·:-:";: _-_· .-,_ _ .-,. ··, .~ :-. · 

estruc~a tridl~er1sidnal dela proteína, aplicandocÜver~as metodologías 
'·' ·' • ' - -~--- - - •• •• -•,, ' - ·,,. : - ·- ••• • ••• <. • ',. • • 

como fluorescehcia, dieroÍslTlóciieul~r o cal~{irnetría: 

Este ti podé estudio~ permitirá'congcer auna .enzima >que es un 

punto clave e~;l~ gen~~acióll·'!~ ~Aergí~cl~l ~arásH~.~ ;r()b~blemente 
éste hecho pueda se~ rele:\Jante. en estudió~ t~rapeútiC:C>s; A~tuallTiente, 

""·*- -- . ' .. - .-·-· - ¡·/·' 

existen varios.~j~lTiplos~~n io~que el c6nóct~i~ntb d~ la~~tru~thra 
tridimensional-d e-ün~;ºprOt'eí~f~~,ll~~diai~is';~~'d'e ¡J1h¡ bi~6~es · -

; : . . . .• - ." . . • ~-·- . - . ,_.,· . ' - e- • . . •• 

específicos para la. IT\isíhic);elredise~()de, co~p~e~tóéahtipará~Íticos que 

anteriormerite\existi~Il. (CÍ-Oft,J99~; Hudsbh, i994; Dmiglas,1994, 
. ''.,_, _ ... 

Verlinde et al, 1994). 

Por último, el desarrollode un lTiedio axénico para amibas por 
' ." . . ' ·. 

Diamond en la década de los sesentas, revolucionó el estudio de la 
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patogénesis de la amibiasis así como también develó parte de la biología 

de la amiba; siri emba~go~ los aspectos gE!J1éticosde éste tJrganismci han 

sido un Ínisterici por vad~s dé$adas 'por Í_a poca f!E!xi!Jilidad'ciel 

organismo.y porl¡¡.s c~raC:;~rístic~~.~tlpÍ~asd~ ime.u~!l;i6n~el,nh.erentes al 

parásito: Sin em'b~rgo;~riY9~4 s~l~~ó.ei di~éf\ó''cl~ dos'fu~todb!C>~Ías· 
' ,,. : • ; .... • .. ' 0. ••, < '· d • ,. - , • • ' • •'.,"•.) • '• •, ,,·,lo_,:_;. <.·.-·-"T.-..·. •• • 

que perrilitél1 tr~risfe~.t~r, h~~.t~· é~~erl1~~~11t~,t;~;sil6ria'fte~te; a• É .•.. 
·_,;. - .--

histolytica (Nickel}'Tanhlch; 1994; PÜrctfet al,'.1994) ÜÍl;Óbjetivo deseado 
• • •• • • • ,, ,• ,· , , , • ' "' ; • ,, • ( • ·- : •• .: • ~.- • •,, .. , ••• _.\ r .• ~,_· .~' , • :~· •• • ,,- ·, •• •• ·- '• ·C ' •- ;1 ' • . ' :· '. 

de m uch~ tie~~~ ~trá~~ E~~~.·h~~Y~i.i~~¿~·r~~i;irá_el c6'~~~ntleI1tC>· de 

aspectos tan interei~~tes' (:(,ffi(i'1a\cie'n tÍf;~adón'. J'l regi6~es~l.ié. re guían -·- . --- _,. _____ .. ____ ._,-:e··--~-'.-.:_-.-;~----··- _,,_.·<,·· "- .·. -..... ~.,--.--,., - .,., ... -•~-

la expresión, de.losgenes.Tarilbié~ se ab;~laposibHidádde"transféctar 

una cepa "nopatogéilicaÍ• con genes ''patogénicos"; cúya· expr~sión 

permiten a E. hi~toi;tic~ causar daño a.su hos~edé;o .... 
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PERSPECTIVAS 

En décadas recientes ha habido un gran interés en el estudio de 

moléculas, particularmente enzimas qüe están exdusÍvamente en ciertos 

parásitos y no en el htltlal1C>!cohel ~iéd.~'ctes~'r;()l!it~ drogas que 
.··- " - ,-1' ··- , '' ..... e-.,,_,,,"_:· -- -~ ' ' - ... ., . ' , . . 

in teraCCÍClllen sel~C:tivamellte' COll ~1 ~Jallco:.stn afec~a~ seriamente· al 
- ,.,._•·-

humano. Ba~ál1do's'e el1. el,~onociri\i~ri'to pr~~io 'cie cÓinp~estos 
- . ·' .-' ,._ , , ,, • .. · -o ~·· .:.- ' • .• --.·-··.",_ '· •. - . , ... '-." · , .~ : e.·-.-. .-,. ·· _ . 

antipar~siticoiyl~ d~·t~rfui~~Ciób'~~'la'~~trQc~ra t~i~iiiri~l1sio~al de la 

molécula.blán~o,~l<iste~'~j~·cip1~id~Il1tentbsdedis~i\()•·del1ue~as 
-,, ~-,~. . ¡ - -· - - '·,, - . .-. . _. '~-;, ,,- - .· .. -_,. - . •:, - :_""' . -· -· . .. " . '>. ;. - . - -

drogas que sean más eficaces en sú efecto. 
-. _· < ,::· ... _:><- ... :::- : -. >. ~-- '.'-"':"'. '. -~ . ' -: -: ··:_ . .':.····.'.. -.. -~-- .·-__ · ':'·)·-._-:::<-.· -<_:> 

Es.to ha sidiJ'po~ible e~ ll\Úchoscasós ~or ~i· m'~joramiento eri las 
~~._,., ___ _,, -- o •• -~,. ,_ ±~.-;...-.-~:--- ~'-;·, 

tecnologías para la determinadóilde·í~s'estructuias~tridíménsionales de 
-:--~-:.=o-ce--·- 'i'"'~--~ · .. ·:.·--·, •. ,~,_, .. '.'0:- ,,.. ·-.. -.. _,,,.- .·r::,-.-,.· ... ,. , "'~ ,,,, ·· '. ,. _, é.7: 

proteínas (preClkción:cl~ estrii~tÜr~ pa~~ P.i~tein~~ q~~ ri~ hanpodido 
_-_ .. <--:: __ ~-'./~-- !:;~:.;-~:~:i:':.:·.:,;;-~<-~·: ·'.:<:.: ___ .-~<--~~~ --·~-~;,._;''.~>= ::_'(_·-.. :~ _ .. 1:;, :-.=, _-···,,::; 

cristali~ar~e¿cri~tal6gr"afiaºyre~o~a11ci~, mágf\~tica·n~c!e~r;.ifür.cltar 

algunas cteella's>; ~i·{tac~e~9ó~depP6'gr~ma~decon1pútacióh que 

permite~ e!Jno<le1~ci6<le aj0íé~~I~~ asic6~6 t~ll1J;iérien .1ª capacidad cte 

:.::::~;3¡~l~i2~~:1~·&\i~r::·~rr;dºi,%~1~~~·"º' 
'. - · .. _-,.'·. --,·: ~- .. " ,.· --- - . -_-' -. ; ,~.. . . ·_,. ·- ·- _, -. . . '.' ' . - . - . - ''. :·: 

En un futuro, taltipó de fstLl~icis se pu~den aplicar para el estudio 

de la PPDK d~ E. histolytica'. La c!Ó~á ciÓn de ge~e~Y Ja expresión de 

proteí11asson~técnicaS debibIOgía $01~~cplar. qúe.acTua!~~nt~~yudan en 

gran medida a conseguir todos ésos objetivos. 
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Partial Nuclcotide Sequence of the Enzyme Pyruvate, 
Orthophosphate Dikinase.of.B11ta11foeba·lzistolytica 
Hl\'ll:IMSS . . . 

E. Saavedra Lira, O. Robinson, and R. P~rcz Montfüit 

' . - . ; '.- --~- :. :;._- _. - . '. \ 

D1•panamen10 de Microbio/ogla, fn.riiiuto ae Fisiologla Celular,UNAM. Apdo. !'óstal 70242. 04510 Mlxico, DF. 

Abstract ·. ss:S% rur the nuclcolldes and bctween 48.6 and 49.4% ror 
\\'e L.alated a clone rrom a lambda gt 1 f cDNX iÍbrary or ::· the amino aclds wllh pyruvai.., orthophosphate dlklna.Ses 
E. histol)·tica, subcJo.ncd. lts lnsCrt.ln)hc.'.t:L>ct~r_ p~Z18R ~-~~ _ from mal:ú:t Fla.,eri.a lrin.e~ia and Bacteroúles symhiOsus. 
and scquenced ll by the melh.Od ·ar Sanger.:·• Sequence ·. . The sequence obt:.lned ror E. hlstolltica represents about 
comparlson wllh Ge.nbank and órthecórr.Spon(Hng amino' · 20% or the complet.! gene or prot.!ln oequence. . 
acld sequence wlth the NllRF/PIR dula· bank úslng lhe' KÉl' woRns: Pyruvate, Ortbophosphate dikinase, PPDK, Par· 
FastA program, showcd honlologles·bciween 5.S.9 and-· tial seC¡uencc, E. hi.s10/ytica. 

lntroduction 

Curbohydsate metabolism in lhe prolozoan E. hisrolytica diffrrs in 
sorne aspccts from lhat of man "'acrobic" organisms (1). In lhe 
glycolytic patbway the transformation of phosphocnolpyruvate to 
pyruvate is ene of the rn•o reactions of substrate pbosphoryl:ltion in 
wbicb thcre is ATP production. In most eukaryotic organisms, 
pyruvalc kinase calalyzes tbis reaction by transferring the pbosphatc 
groupofphospboenolpyruvate lo ADP, yiclding ATP and p)·ruvate as 
producl.s. Thcre is no p)TUvate l:lnasc present in E. histolytica ( 1 ), but 
anotber enz)medcpbosphorylalcs pbosphoenolpyruvate. Soon after, 
llatcb and Slack described a new cnzyme for the intercom·ersion of 
pyruvate into phospbopyruvalc in tropical grasses (2). Rcevr.s re· 
portc.d thi: ldentification and partial purification of an cnz)me in E. 
hi.r:oly1ica tropbozoites, which catalyzcs the formation of pyruvate 
from phosphocnolp¡TUvale in a reaction that is slricUy dependen! on 
inorganic pyrophospbale and in wbich thcrc is a dependencc on A.\f P 
as thc substrate, instead of ADP (3). 1bis enzyme rcceived tbe trivial 
name, p)TUValc. ortbopbosphate dikinase ar pyiuvate, phospbate 
dikinase (PPDK) (4 ). lt calalyzes the following reaction: 

Pbosphoenolp)TUVale +AMI'+ Pl'i = pyruvale +A 11' +Pi 

Enzymcs catalyzing thc srune reaction havc heen only described in 
cer1ain planls and bacteria (2,4-7). 

This work reports the identification of a nucJeotidc scquenc.·e from 
a complcmentary DNA (cDNA) library of E. /Usrolytica which shows 
bomology with tbereportedsequenccs forPPDK frommaize, Fla•-eria 
lrinervia and Bacreroide.s rymbiosus (S-7). 

!\laterials and !\felhods 

cDNA library. Tbe cDN A libraryof E. histolyticastr:ün 1IM1 :IMSS, 
pre pared in lambda gil!, was a generous gift of Dr. lsaura Meza and 

·n1is work wa.s suppaitd io pan by grane IS:?oo-289 from DOAPAUNA.\f. 

Dr. Marco Antonio Meraz (CINVESTAV, IPN México, D.F.). lts 
construction has been described previously (8). 

l'olymerau chain rtaclion (PCR) an¡p/ificalion. The EcoRI· 
EcoRl insert was ampliftcd in 25 cycles as follows: denalUration far 
1 min at 94ºC, alignment at 50ºC far 3 min. and polymerization at 
72ºC far 1 min. We used nucleotides tbat were spe<:ific for lambda · 
gtl I and wbicb ha\'e restriction siles for tbe endonucleases Ssrl a.nd 
Sall (a kind gifl of Dr. Abrab:un Landa, Instilulo de Investigaciones 
Biomédicas, UNM1, México, D.F.). 

Subcloning in pTLl8R arul sequencing. The ÍOS<!rt was digestcd 
witb Sstl and Sall and ligated inlo pTZl8R (Pbarmacia), ThC reaim­
binant vector was used to transfonn Escherichia coli TO! cells (9), 
from wbicb single-stranded templares were purified and soqueocedby 
the dideoxy cb:lln-lermination method of Sanger (10). 

Results 

A clone was isolated from a cDNA library of E. histolytica strail! 
!IMI :U.ISS prepared in lambda gtl I wbose insert was amptified by 
PCR, subcloned inlo pT'll8R and sequenced. 

Homology searcbes of lbe S<!quence (635 nucleotides) were pcr­
formed witb tbe data bank Genbank (release 72.0) u.sing lbc Fasta 
program (11). 1be pen:entages of identity were 58.5, 56.2 and 54.9 
over 644, 625 and 627 nucleotide ovcrlaps witb PPDK (rom F. 
trinuvia., B. symbiosu.r and maize, respectively. 

One of tbe six reading frames coded for a 'l"luence ar 184 amino 
acids and was compased witb lhe NDRFIPIR data bruik (release 30.0) 
also using tbe Fasla program. The percentages of identity were 49.4, 
48.9 and 48.6 over 178, 180 and 179 amino acid overlaps for malz.o, 
B. symbiosu.r and F. tri~rvia. respectivcly. 

These sequences of nucleotides and amino acids concspond lo 
approximatcly 20% of the complete gene or protein sequence. The 
sequence of 552 nucleotides and tbeir relative position lo llleroported 
sequences for maize, B . .rymbiosus and F. triMrvia is sbown in Figure 
l. 
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aggtattttaacctgcagaggaggcaaaaaacatcacacgcagctgtcgttgctagagglatgggtaaaccatgtgtttc 
aggagctgaaggaattaaagttgatgttgctaagaaaattgctaagattggaagccttgaagttcatgaaggagatatttt 
aactattgatggatcaactggatgtgtctataagggagaagttccattagaagaaccacaagttggatcaggatatttcgg 
aaccatcttaaaatgggccaatgaaattaaaaagattggagtttttgccaatgcagatcttccatcagctgctaagaaagc 
ccttgaatttggagctgaaggtattggactttgcagaactgaacgtatgttcaatgcagttgaaagcttccaattgttgtcaag 
tgattctttcaaatcccttgaagaaagaaagaaatatcttaatgaacttatgccacttcaaaaacaagatttcattggattatt 
gaagactatgaatggacttccagtcactgtcagacttcttgatccaccattacatgaattc 

F. trinervia 

Maize 

B. symbiosus 

E. histolytica 

Flpro 1. Panial aucleolldc .1«¡11<Doe ci PPDK from E. IW<o/ytica and locatioo diagramo( lhc regio o cihomology f 0r three cnzy~ 
wbmc aequence1 ha ve beco reponed previowly(S· 7). 1be S' end olthc géoes is un lhe left sidc.1ñe t.cnglho.íthe Unes.U proportfooal 
to lhc lcoglh ofthc scqucoces. Acces.<ioo oumbcr Gco Bank L03389. · '° • • 

Dlscusslon 

The oequence shown in Figure 1 corresponds to a por! of tbe PPDK 
aequeace of E. histolytica, because of the following ti:asons: · 

1. The enzyme has beeo partially purified froiri extracts of tropho-
~~ m . . 

2. The overall homology of the E. histolytica sequence with that of 
bacteria and plants iJ similar to that sbown between the seq'uence of 
PPDK of B. symbiosus and tbose of maize and F. triMtvia (7). · 

3. ThU sequeoce shows segments of very bigh horriology and othcr 
aegments of very low bomology, just as it occurs between the 
""lU•oce of B. symbiosus and the two sequences of PPDK from plants 
(7). One of tbe bigh bomology aegments corresponds to the region 
cootaioing the bistidine involved in catalysis, and tbe threonine 
in volved in tbe pbospborylatiooldepbospborylation reactlon that regu­
latea tbe octivatioo atate in tbe plant enzyme (6). This sequence 
(GGMISHAA VV AR) il ideotical in tbe tbree genea sequenced 
pn:viously and correapoods to amino acids 450 to 461 in B. symbiosus, 
530 to 541 in F. trintrvia, and 524 to 535 in maize (5-7). The 
correapooding E. hisw/ytica aequeoce (amino acids 9 to 18 of the 
fragmeot) il RNICISHAA VV AR, whicb il ideotlcal in 9 of tbe 12 
reaiduea and three are two conservativo 1ubstitutions (O for N and M 
for K. reapectively). 

lbue are tbree otber rogioos of very bigb bomolo8Y with ali tbree 
pubfübed aequeocea, wbicb rorrespond to amino acids 38 to 61, 112 
lo 124, and 172 to 184 in tbe aequeoced fragmeot. Those regions are 
alJO very conaerved in tbe other tbree PPDK sequences. 

On the bui.s or tbil evideoce we conclude tbat Ibis clone has • part 
of lbe aequeoce oodin8 for PPDK of E. hútolytica. 

PPDK i1 an important enzyme in the pbotosyntbetic pathway of e, 
planta. lt bu aJso been fouod in bactcria likc Propionibacterium 
JMrmqnU, .'.cetobacur xylinum, Rhodospirillwn rubrwn and B. 
symbio1w. ·The 1tudiea oo llrocture, regulatioo aod mecbanism of 
octioo bave beco perfonned witb enzyme& from su8arcane, maize, P. 
IMrmanU and B. l)'mbioJus. Eveo thougb tbil enzyme wu dilonv­
ored almoll 1imultaneously in plan!$. bactcria, and E. histol)tica, little 
orno wark bu beeo performed oo the protozoan enzyme since tbat 
time. Sincc tbe eozyme i.s imporlant in tbe productioo of A 11' for E. 
!Wtolytica, and i.s absent from ita natural and experimental bosts, 

selective inhibition cif this enzyme may lead to inbibition of growtb 
and pcrbaps to alti:matives far prevcintion ór trcaurient of amebi ... is. 
The elucidation of the complete ~quence of Ibis enzyme might aJso 
sbed sorne light on the evolutionary relationsbip between certain 
groups of plants and bact<ria and E. histol}'tica. 
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l\BSTRACT 

Wc isolated th¡ee ovcrlappingdoncs from a DNA genomic library of E111amoeba hiscolycic~ strain HM l:IMSS. whosc 
lranslated nucleotide (nt) sequence shows similaritics of 51. 48 and 47% with thc amino acid (aa) scqucnces reported 
for thc pyruvatc phosphate .. dikinasesfrom Bll<'leroides sy111bios11s. maiz.c and Flm'<•ria rrineri:ia, rcs.pcctively. The reading 
framc determincd. codes for·a protdn of 886 aa. . . . .. 

INTRODUCTION 

Carbohydrate. mctabolism of Encamoeba lrisro/yticu 
sharcs somc peculiadiies \vith thut ofother par~sitic pro­
tists. In these organisms. key enzymes of tlie glycolytic 
pathway likc phosphofructokimise or pyruvatc kiriase, 
are replaced by enzymes that: use inorganic pyrophos· 
phate (PP,J instead oí adenosine 5'-triphosphate (ATP), 
as a donor of phosphate groups (Mertens, 1993). 
Pyruvate kinase activity has not bcen found in E. hisrolyr· 
ica, but Reeves (1968) reponed the purification of an 
enzymc that catalyses the formation of ATP from phos· 
phoenolpyruvate ( PEP), with a· mechanism. oí do u ble 
phosphorylation strictly dependen! on PP, and adenosinc 

CorreJpnndence to: Dr. R. PCrez.Montfon, Departamento d~ 
Microbiologia. Instiluto de Fisiología Celular, UNAM. Apdo. Posrnl 
70242. 04510 México D.F .. ~léxico. Tel. (52·5) 622-5657; Fax 15~·51 
622-5630; e-mail: nnontfor@iícsun l .ifisiol.unam.mx 
•On request. the aulhors will supply de1ailed experimental evidence for 
the conclusions reached in this Short Communication. 

Abbre\'iations: aa. amino acid(s); A~f P. adenosinc S'-monophospha1e~, 
ATP. adt:nosine 5' triphosphate; lip. base pair(s); cDNA. DNA comple­
mcntary to RNA: E .. Enra11webt1~ kb. kilobase(s) or 1000 bp; nt, nucleo­
tide(s). PEP. phosphocnolpyruvate; PPDK, pyruvate phosphate 
dikin..isc; PPDK .. gene i:ncoding PPDK; PP,, inorganic p)'rophosphate; 
SSC, O IS M NaCI 0.015 M Na,.citratc pH 7.6. 

SSDI lll78·1 l l9¡94J000SO·J 

S'·monopho.sphatc (AMP). In this case. the phosphate 
group from PEP and one phosphate grolipfrom PP1 are 
transferrcd to the ¡¡ a·nd y positioris Óf AM P, respectively. 
This enzymc was named pyruvatephosphate,dikinase 
(PPDK). . . . .. 

In a previous work we havcrcported Íhe identification 
of a clone froÍna library ofol':'A.<iompÍelnentary to RNA 
(cDNA) of E. hi.iro/í·iica.síráin HMl:IMSS, whose se­
quence correspo1Íds Ío app~ox'.w•i.; ofth~ gcí1e encoding 
PPDK (Saavedra~Lira et.al;, 19_92). • · 

EXPÉRIMEN'r~LAN~ D;S¿U~SlON ... · 

(a) Seq·~~ricing 
'fo dctern1ine thc complete sequencc of the gene, wc 

screened. a . genomic library of E. liiscolycica slrain 
HM l:IMSS constructcd in AZAP (Short et al., 1988) 
usingihis cDNA clone as a probe. With this strategy we 
isolatcd three overlapping clones whose 3033-nt scqucnce 
( Fig. 1 J contains an open reading frame for a protein of 
886 aa, with a culculated M, of 97 899. 

( b) Protein homologies. 
The corresponding aa sequence was comparcd with the 

SwissProt (rclease 25) and NBRF/PIR (relcasc 30) data 
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-2:::! c•1•1a19 1•1a1t111t tc1t11cc•• c1tq111tq11c t1ttt11tct. 
-lllO 9tt•c:tccc1 t9.111tttttc cataatttca ••1191ttta c•t•qgattt ac:111t9111 
-120 tc&attt•t• atu~qataaq 9t.91cqt99a 11q1 .. 19t1 t9c•191119 111t111cc:c 

-60 t:;ao;•uccc t1t911ct1t tt119911tt. cqt,u911tt u19aqttc1t tc191t.ut1 
1 Arac1u9.a9 t1ttt9cttt c9u9•tq9t qH.99ucca acaaqaaact ccUq919:;1 

61 ia'Q9:J19ctq qactttqc•c aatqacua• att.99.acttc c19ttccaca 19;1tttqtt. 
121 1tt1c11ct9 111t9t9t11 acaattcatt 9ct11at9911 1c11•1t9cc 191&991tt• 
1111 1t9;u9119 ttuu1911 tatqcutt• 9tt911uc,i1 11tc199111 a:;tctttqqa 
2f? 9o;ia;u9111 atccacttct tqttt.caqtc aqatc,19919 ct9ctat9t.C" Utqcc.aq;t 
l01 1t9tt•n•ta ctattctt.111 tctt991ctt a1t9atH11 ct9tt9tt9c tcttqc:taa& 
36!. t.t.a1oc:c1oa:a at.;aaaqalt. t.9catat9at. tcatac•9•a 9attt.;tt.t.c cc:tctt.c:99a 
42l ••9attqct.c lt••t.9tt9a t9at9••9tt t•t91tuqa c:lctt.9•••• ca1aaa19tt 
481 9aau999a9 tca•atta;a t•ctqutt• 91t9cta1ot9 •l•l9•••9• 1ctt9c::•c•• 
~C! 9tc:ttcatta a1aaqac:tqa aqaattc:ac::t •••C••cc•t. tc:c:caqtt.9• t.c:c:atatqct 
60l c::aatuq••t tt9cc,1ttt9 t9ct9tattc a91otc:at99a t.;99•••9•9 .19ct.9tt9.1t 
6151 t•c:•9••9•9 aattc••9•'t tactcca9•• c•a9ct9at9 9•act9c:c9t ttc19tt9tt 
'21 tctat119ttt at.99uat•t ;vqtaat9•t tc:a9c:Uc:t9 ;tqctt9ttt cacu9•qat 
'781 cca99uca9 9a9uutat ;ttcttc:99a 9•atatctta a9:aat9e1o1ca •99•9 .. 9H 
84 ~ :;ttqtqctq 9tattaqa•c ac:c:•c:•utt attt.Ca••9• tqqc:•9••9• t9c:a9atc:tt 
~01 c::ca99tt9c:t at9uc:aac:t tcttq•tatt •;•••9H•t taqaa99at• tttc:c:at;•• 
:16: 9tacaa9ac:t. tt9•attc•c tatt.9•••11• ••9•••c:ttt ac:at9c:c:cca ••ctaq•••t 

102: 9¡au11ot9a atqc:uc:qc t1c:t9:c:a9a ac:aqqaqttq atatqqttqa •:i•a99ac:tt 
103!. •ttacaua9 aac:aaqccat t.•l9•9••tt qc1c:cacut c:aqttqatca attac:ttc•t 
l l4: ••9•1t1ot9c caqc:uatta t9c:•9••11c:t cc•tta9tt• aa99acttcc a9c:at.c:•c:C'a 
1201 9'l•9Cl'i1C'la c:•q'l•'i1Cl'i1t t9tt':.tt11•t 9cc9•t;•t9 c:19tt9••c:• •9Ct.U•99• 
1215~ ••q•a•:¡ttc: ttc:ttcttaq aqaaqaaact ••acca9u9 atattc:•t9V 1ttcttt9tt 
!.l:: :;c:tqu119t• ttttucct.9 c:•9•9qa99a ••uc:•tc•c: acqc:a;c::tqt c:qttqc:taq• 
ll!I! q¡tat99qt• ••c:=atqtqt ttcag;aqc:t 9••99••tt• ••qtt9at.qt tqc:tuqu.• 
lC~l •tt9cta•9a tt.¡;uqc::c:t t;•aqttC•t. 9••99aqata ttt.t•aCt•t t9•t99atC• 
150! •ctqq•tqtq t.Ct•t.,999 •9••9ttcea t.t•11••quc c:•c:••9tt9q •tcaqqatat 
156~ ttc:qqucc:• tctt••••tq 99ccaat9aa att.•••••9• tt99a9tttt Lqcc•1t9ca 
162' qatcttccat c:aqc:tqct•a 9•a•9ccc:tt q•at.tt.9919 c:t9aa99tat t.99•c:ttt9c 
1681 •9UC't9uc: qtatqttc•• t.qe•qttqu •q•c:ttcc:u ttqttqtc:•• q•tqattctt. 
1741 tcaaauc:cc: tt.9••11•••11 •••9•••Ut c:tt••l9••c ttatqce1o1c:t tca••••c•• 
t!ICl qatttc::1tt9 q•ttattqaa qac:tat9ut 99act.t.cc:a9 tc:actqtc:•11 ac:ttcttgat 
1861 cc:acc:uhc: •t9uttc:ct cc:ca•ctctt 9••9•9ttu l9•9•9•••t cttt9aaat9 
1921 •••c:tttcaq qta•q•ct.91 •q9•c:tt9ca 9•••••9••9 tt¡tt.cttaa q•••9t~••• 
1981 9aac:ttat99 a•9tt••lc:c ••t.qattq;a c•c•q•q9u tt•9ac:t.t99 aactacta•t 
204~ cc•q•••ttt •tq•••tqc• ••tl•9•9ca ttC'ttaqaaq ctac:tqc:tq• aqttatt••ll 
2101 9••¡9utt• •9actc:at9c aqaaattatq att.c:c••at9 tt•c:a91a9t ta•tqaac:tt 
2161 •ttaac:tt•• 9aaa9aat9t tc:tt9•acc:a 9ttcat9aa9 ••qtt.9•••• 9•a•tu.9;t 
2221 att•a•qt•c cattc:atllt• t9qt•Ctat9 qtt9aat9t9 tta9a9c:19c att••c•qc:t 
22&1 9ataa9att9 ctac:19u9c ttc:attcttc tcattc99u ct••t91tc:t ucac:u;91 
2341 acatt.ctcat actcac'iltq• 1;attca9•• ••c•••ttca ttc:C••••t• t;tt'il••c:tt. 
2401 ••;•ttcttc:: c:•qctutcc attt.'ilautt cttqat•;•c c.a99t9tt99 •9••9t.tat9 
2461 •11utt9c:t9 t.t•c:t•u1111 ••q•c•••u •'1•Cc:•'1••t t•c:tt'iltt99 tattt.9t99a 
2521 9a•c:•cq9a9 9•9••c:t•tc •t.c:••tt.11u t.9;Jt9ccaca t9•ttq9•tt 9•actat9tt 
2581 tc::at;ttctt catac::•11••l tcc:a9tt9ct •9••tt.9c:t9 ct.qctcaaqc: ccaaatta9a 
264 l c:•tc:cuqaq ••••tTAA.lt t•actttttt 99ttuaqu ttqat.ttt;t tttttatau 
2701 tt9tt9tttt •t••tilit9 tt:1tat.tttt tt9au9•tt .. ;9t9t9t9 uu9tqt9a 
2761 9•11t•nu• t1tt.t;u9t. at.••t9tllt• a9t9c•ttct c:•ttt 

Fig. J. Nucleo1ide sequence of E. histoly1kc1 PPDK. Start and s1op 
Cl,lk1ns shown in capiial leuers are underlined. GenBank accession 
number: l.J0:?5:?9. l\lerhods: Clones from a i.ZAP senomic librar)· "ere 
hybridized \\ilh a 960-bp E,·uRI frag:menl írom a cDNA clone 1hat has 
~011.0 of thl! PPDK gen~ (Saa\icdra-Lira el ul .• J99:?J. Hybridizalion 
tl!mpt=ralure was 6S'C and washing conditions were:? x SSC;0.1 % SDS 
at 65 C for 60 min. Positive clones were e:<cised in vin.1 fShort el al.. 
l988J and 1hcir ni sequcncc was dclcrmined by the dideoxy chain· 
lermination method (Sangcr et al., 1977) using oligodeoxynucleotiJes 
as primers. 

bases using the FASTA program ( Pearson and Lipman. 
1988) and the resulting similarities were 51, 48 and 47% 
l\'ith the PPDK of Bc1cteroicles srmbiosus(Pocalyko et al .. 
1990), maize (Matsuoka et al., 1988) and Flat-eria triner­
l'ill (Rosche et al.. 1990), respectively. Alignment of the 
four sequences ( Fig: 2) shows regio ns of high similarity. 
Thc highly conserved motif GGMTSHAAVVAR (aa 450 
to 461 in the E. histolrtica sequence) can also be identified 
in all sequences. Therc is a substitution of Met by Lys in 
this stretch of aa for E. histolyrica. This scquence corres­
ponds to the active-site region which contains a His rcsi­
due that funetions as an acceptor of phosphoryl groups 
and a Thr residue 1\·hose state of phosphorylation regu­
lates the activation state of the enzyme in plants 
( Poculyko et ni., 1990). Furthermore, sorne regions that 
are prcscnt in the energy-coupling protein Enzyme 1 of 
the bacteria! PEP: sugar phosphotransferase systcm {re-

gions ,¡, lJ and C in Fig. 2), are also conservcd. lt has 
becn proposcd that thesc sites are involved in thc PEP 
binding and in the transfer of phosphate groups to thc 
catalytic His rcsiduc ( Reizer et al., 1993 ). 

The PPDK sequcnceof E. histo/ytim also contains a 
region prcscnt in thc other thrce sequences {Q), which is 
rich in the aa rcsidues Q. R: P,' E and S, similar to t he 
rcgion proposcd as a linker betwecn structural domains 
in Enzymc 1 ( Reizcr et al., 1993 }. 

Our rcsults confirm.thc existcncc of PPDK in tropho­
zoitcs of E. lristolrtiéll, The study of this cnzyme will 
broaden our knowledge about the mctabolism of this 
parasite 11·hose main cnergetic sollrce is glycolysis. 
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8 D-RIMKilU<MILSOS\f!.AP.!.E.ALHELIPFQKGDFIOWY~EGRPKTVRYLDPPIJiEFVPliTEEEQ--A.EL-- 00 --->JOiKGLTLAPN•IO.KVD!LHEP'NPMHGHRGCRL 6ti9 
F DERIKAVlUOflH.a.VTPEQRKVALDLLLPYQRSDF!GI FAAKDCLPVT IRLLDPP LHEFLPEGDLEHIVNEL- - - - --AVDTGHSADEI-YSKIE.HLSEVNPKLGFRGCRL 15 2 
H DERI K1WROMI"°'-PTLELRQQALDRLLTYQR.!1Df'EFI FRAMDGLPVT l RLLDHPS YEFLPEGNI EDlVSEL- --- - -CMTGAH'Op;DA-l>.RI EJCLSEVHPKLGFRGCRL 14 6 . .. . . . . . .. . . . . .. . . .. . . . ........ . 
' GTTNP&1YEHOIAA.!'LEATA.EVIKE-GIKTHA!.IMIPNVT&VNELINLRJONLEPVHEEVEIOCYGIKVPFMYGTMVtcvP.M..t.TADKI.\T!>.SrrsFGTNOLTOGTFSYS 186 
B AVTYPEI>J<M:OTRAVHEAAIEVJ<EETGIOIVPEIMIPLVGEKXEL-KFVKDW'VEVAEOVJO<!::KGSOHQYHIGTHIEIPAAALTADAIAZEA.!FFSFGTNOLTOWTFGFS 118 
F GISYPELTE.HQVAAIFQMVSMTNO-GVTVIPEIKVPLVGTPOEL-RHQISVIRCiVMNVFJl.E.MGV'rLEYKVGTHI!IPRAALIAEEIGrcEADFrsrcrNDLTQHTFGYS 860 
H GI SYPELTEMQAAAI F!AUAMTNQ-GVrNFPEIMVPLVGT PQEL-GHQVTLIROVAEKVFANVGKT I GYKVGTKI E I PRMLVADEIAZQA.EFFS FGTNDLTQHT FGYS 8 5 4 .. .. .. . . ... . . . .. . .. .. ... . . . ........... ··········· ..... . 

; 1-C-t 
E REDSENK!'IPKYVELKILPAHPFEI LDRPGVGEVKRIAVTK"GRQTRPELLVGICG!HGGEPSS IEWCHMIGLHYVSCSSYRI PVAA IAMQAQI RHPR.EH 8 8 ti 
B RDDAG- KFLOSYYlOJCI 'tESDP FARLDQTGVGQLVEHAVKK'GROTRPGLKCGICGEHGE I -------- - - - - ---- - - -- -------- ----LLP- - ---- . 8 4 O 
!' RODVG-KFLOI'iLAOGILOHDPFEVIDQKGVGQLI~TEKGRMHPSLKVGICGEHGGEPSSVAFFDGVGLDYVSCSPFRVPIAR.UMQVIV--:_--- 953 
H RODVG-KFIPVHLAOGILQHOPFEVLDQRGVGELVK!'ATERGRJOJ\PNLKVGICGEHGGEPSSVAP"FAJO\GLDrvscsPrRVPIAA.J..AAAQVLV------ 947 . . . .. .. .. . ... . .. .. .. . ..... . 
Fig. 1. Alignmenl of 1he PPDK·aa sequences of{E JE. histolytkri. (8) D11c1t•roides symhiosul·, 1FI Fl1ll"t'ria trine;l'ia and (.\/-J ina-ize. f:\s.u!risk~ correspond 
10 residues tha1 are consen·ed in the four reponed sequem::es. Do1s indicate residues conserved ín at least '"':e; se·quericCS. The shitded region Shows 
1he carnJ) tic site ( Pocalyko e1 al., 1990). Regions ..t. 8 and C are proposed sires invohed iri 1he binding of PEP' and traO~fe'r-Or phOSphOr}·I groups. 
Region Q is similar to that proposCd in Enzyme 1 as a linker bet""ecn 1wo structural domains. - · 
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