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ABREVIATURAS.
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RESUMEN.

Entender los mecanismos que dictan la estabilidad en las proteinas contribuye
en gran medida, al disefio de proteinas con propiedades especificas que les
permitan realizar una actividad en particular, ain en condiciones que disten de
ser su Optimo natural. La Ingenieria de consensos es un enfoque experimental
que surgié en los ultimos afios con el fin de incrementar la estabilidad en las
proteinas. Esta estrategia se basa en el concepto del Consenso el cual enuncia lo
siguiente: en una posicion dada de un alineamiento de secuencias de proteinas
homologas, el respectivo aminoacido consenso contribuye en mayor medida a la
estabilidad de la proteina que el aminoacido no consenso. Las cistatinas son
proteinas inhibidoras de cistein-proteasas. Utilizando la Ingenieria de consensos
se obtuvo la secuencia que corresponde a wuna cistatina consenso,
posteriormente se sintetiz6 y expreso el gen que corresponde a esta proteina. La
cistatina consenso, presenta un incremento en su Tm (Melting temperature
Temperatura media de desnaturalizacién) de 23°C respecto de la cistatina 1 de
cafia de azdcar contra la cudl se compard. El andlisis pertinente sobre el perfil de
inhibicion de la cistatina consenso, nos revel6 ademas un aumento en su
actividad y rango de especificidad como inhibidor de cistein-proteasas.
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INTRODUCCION.

Uno de los retos de la Biotecnologialo constituye el disefio de enzimas que desempefien su
funcién biolégica bajo un amplio rango de temperaturas y condiciones desnaturalizantes
para que de esta forma puedan ser empleadas en procesos industriales a gran escala, en
aplicaciones biotecnolégicas o bien con fines terapéuticos. En procesos comoéstos es
deseable que las enzimas puedan trabajar a altas temperaturas, pues esta condicion favorece
la velocidad de reaccion o bien la solubilidad de los reactantes, ademas puede evitarse la
contaminaciéon por microorganismos (1).Dado lo anterior, resulta de gran relevancia el
entender los mecanismos que determinan la estabilidad en las proteinas ybuscar la manera
de potencializar esta propiedad.

Buscando contribuir con esta idea se han implementado tres diferentes estrategias: el disefio
racional 6 Ingenieria de proteinas, la Evolucién dirigida y la Ingenieria de consensos. Y mas
que decidir cudl de estas estrategias resulta ser la mejor, debe considerarse la manera de
combinarlas con el fin de obtener mejores resultados.

En los experimentos de Evolucion dirigida se realizan ciclos de mutagénesis al azar y
seleccidn, con ello se ha mimetizado el proceso evolutivo natural, para tratar de entender
como operan los mecanismos de evolucion en las proteinas. Mediante este tipo de
experimentos se han obtenido indicios acerca de los determinantes de la estabilidad en las
proteinas. Después de varios ciclos de evolucién y selecciéon a los que se ve sometido un
polipéptido para incrementar su estabilidad, generalmente se favorece la aparicion de
residuos aromaticos, lo que sugiere que estos cambios contribuyen para mejorar el
empacamiento del ntcleo hidrofébico de las proteinas (2).

Por su parte el disefio racional o Ingenieria de proteinas se enfoca en la sustitucién de
residuos especificos muy bien delimitados, con base en la informacién disponible acerca de
la relacion estructura-funcion de la proteina que se requiere modificar. Si bien utilizar un
enfoque racional para incrementar la estabilidad de las proteinas resulta sumamente
complicado, puesto que ignoramos la contribucién exacta de cada residuo a la estabilidad
global de un polipéptido (3).

Como Boris Steipe menciona en sus trabajos de Estadistica termodinamica; la estabilidad de
una proteina puede estar determinada por una multitud de interacciones tanto locales como
de rangomds amplio. La posicion de cada residuo en la estructura de una proteina
representa un componente independiente y puede encontrarse en un microestado
especifico, debido a la naturaleza misma decada residuo, aunque es el sistema completo (la
proteina)el que finalmente debe responder ante una necesidad global. Por lo que podemos
considerar que la estabilidad termodindamica se refiere al equilibrio entre la diferencia de la
energia libre en el estado desplegado y el estado nativo de una proteina(4,5).

Si bien buscamos incrementar la estabilidad de una proteina, puede ser necesario que varias
sustituciones de aminoacidos se combinen en una mutante multiple pues en muchos casos
los efectos estabilizadores de mutaciones individuales no son independientes sino aditivos

(6).

INGENIERIA DE CONSENSOS.



Una de las estrategias para identificar mutaciones estabilizantes involucra la comparacién
de secuencias de las proteinas mas estables con aquellas menos estables, esto con el fin de
identificar patrones de aminoacidos que correlacionen con la estabilidad. Pero debido a la
gran similitud entre la estructuras de proteinas termofilicas y meséfilas estamos muy lejos
aun de generalizar estrategias que permitan obtener un incremento en la estabilidad
termodinamica, en una proteina determinada.

Por ejemplo las proteinas termofilicas presentan caracteristicas como son el aumento de
interacciones hidrofébicas y de puentes de hidrégeno respecto a las proteinas mesofilas, este
tipo de caracteristicas les permiten mantener un valor alto de Tm (Melting temperature
Temperatura mediade desnaturalizacion). Al trabajar con enzimas termofilicas se ha
observado también que la disminucién de su actividad enzimatica a temperatura ambiente
se debe a la reduccion de su flexibilidad conformacional (7). Este punto de vista sugiere que
el acoplar la estabilidad y la actividad enzimatica puede ser posible y que las enzimas mas
estables no resultan por ello menos eficientes.

En los ultimos afos surgioun tipo de enfoque semiracional distinto de la Ingenieria de
proteinas y la Evolucién dirigida, pero que de igual forma pretende abordar el incremento de
la estabilidad en las proteinas; esto es la Ingenieria de consensos.

La Ingenieria de consensos permite predecir mutaciones estabilizantes con base en la
informacion obtenida, del andlisis de los perfiles de secuencias de proteinas homélogas. La
idea fundamental de esta estrategia experimental se resume en el siguiente enunciado: en
una posicion dada de un alineamiento de secuencias de proteinas homologas, el respectivo
aminodacido consenso contribuye en mayor medida a la estabilidad promedio de la proteina
que el aminoacido no consenso.

La Ingenieria de consensos puede complementar las estrategias de la Ingenieria de proteinas
y de Evolucién dirigida, para generar datos que contribuyan a predecir la combinacién de
sustituciones necesaria, que permiten un incremento en la estabilidad, con tan solo conocer
la secuencia de una familia de proteinas y posteriormente de ser necesario refinarse con
informacion estructural y funcional.

Esta técnica se planteé originalmente en un estudio sobre dominios variables de
inmunoglobulinas y subsecuentemente, con fragmentos de cadena sencilla (scFvs) y
anticuerpos completos. Este trabajo resulté de particular interés para el empleo de scFvs con
fines terapéuticos (8) y la generacion de proteinas que funcionen como armazones para
generar librerias de ligandos especificos (9).

Los anticuerpos son proteinas, cuya estabilidad es conferida en gran parte por puentes
disulfuro, el ambiente reductor del citoplasma previene la formacién de estos enlaces, por
ello su estabilidad y funcionalidad puede verse afectada, Ohageet al encuentran que ciertos
anticuerpos resultan naturalmente mas estables en el ambiente citoplasmaticoque otros, al
analizar sus secuencias se observd que eran muy semejantes a la secuencia consenso, que se
obtenia al realizar un alineamiento de las regiones variables de distintos anticuerpos. Entre
mayor era el parecido de la secuencia de un anticuerpo respecto de la secuencia consenso,
estos resultaban significativamente mas estables y funcionales (8). La hipétesis que formulé
este grupo enuncia lo siguiente: el repertorio de inmunoglobulinas se asemeja a un conjunto
candnico de secuencias, cada una generada a partir de un grupo de secuencias germinales,



las cuales son seleccionadas en un proceso de mutaciones al azar, para ser compatibles con
cada aspecto de la funcién de los anticuerpos.

La Ingenieria de consensos ha sido utilizada en varios otros casos para incrementar la
estabilidad de diferentes proteinas ya sea diseflando proteinas consensos ab initio 6
modificando la secuencia de proteinas ya existentes para que se asemejen a la secuencia
consenso correspondiente y en ningiin modo ha sido limitada a dominios de anticuerpos,
pues se ha aplicado también a la estabilizacion de otros tipos de proteinas entre ellos: las
chaperonas GroEL (10), los dominios SH3 (11), la proteina Azami verde (9) siguiendo
distintos objetivos y para muy diversas aplicaciones.

El ejemplo mas representativo de la Ingenieria de consensos es un estudio realizado por
Lehman, et al, donde comparan 13 secuencias de fitasas de hongos y obtienen una proteina
consensoque presenta un incremento de 22°C en su Tm (12). Este es uno de los trabajos mas
sobresalientes, debido a que de manera sencilla y rapida se obtuvo un aumento significativo
en la termoestabilidad de esta proteina. En un estudio posterior de este grupo (13), se
sumaron algunas secuencias mas al alineamiento original y se efectio ademas un analisis
detallado de cada una de las mutaciones realizadas originalmente, con esta informacién se
consigui6é elevar la Tm de la fitasa consenso de 78°C hasta 90.4°C, estos valores se
obtuvieron mediante un estudio de calorimetria diferencial de barrido. Las curvas de
capacidad calorifica obtenidas con este estudio se muestran en la figura 1.

20.4 *C

Consensus phytase-10-
thermof5] Q27T, KEBA

B9.3°C

Consensus phytase-10-
thermo[3] Q27T, KBgA

B85.4°C

Consensus phﬂaa:e—’!:“ﬂ

ifica

ps
18]
&
]
(&)

calo

78.5°C
Consensus phytase-1
Q27T, KA

A, fumigatus ATCC 1307
phytase

20 30 40 50 80 70 8O 80 100°C

Temperatura
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Con el fin de contribuir al establecimiento de algunos de los principios generales sobre el
tipo de sustituciones que permiten el incremento en la estabilidad de una proteina, en el
presente trabajo utilizamos la Ingenieria de consensos como un enfoque semiracional que
nos permitaobtener proteinas mas estables. Las cistatinas son las proteinas que sirvieron
como modelo de estudio en este proyecto, por lo que a continuacién enunciaré algunos datos
sobre estas proteinas.

LAS CISTATINAS.

Las cistatinas son inhibidores de cisteina-proteasas. La proteasas pueden clasificarse en
serin-proteasas, cistein-proteasas, aspartico-proteasas y metalo-proteasas de acuerdo al
atomo catalitico que presentan. Para cada grupo de proteasas se han identificado inhibidores
especificos (14). En la siguiente tabla se representan los distintos tipos de proteasas y
algunas proteinas de cada grupo.

PROTEASAS atomo catalitico PROTEINAS
Serin-proteasas Ser, His Tripsina, Quimiotripsina, Elastasa, Catepsina G
Aspartico-proteasas Asp, Try Catepsinas D y E, Renina, Pepsina
Metalo-proteasas [6n metalico Carboxipeptidasas A y B, Aminopeptidasas
Cistein-proteasas Cys Papaina, Ficina, Bromelina, Catepsinas B, C, H,
K, LOSyW

Tabla 1. Grupos de proteasas y representantes de cada grupo (14).

Las cistatinas son proteinas inhibidoras quemediante un mecanismo de tipo no competitivo
impiden la actividad proteolitica de cistein-proteasas. Estas proteinas conforman una
superfamilia, que a su vez se divide en cuatro familias de acuerdo a su ubicacién y funcién
dentro de las células, sus similitudes de secuencia y estructura. Las cistatinas pueden
encontrarse en microorganismos, animales y plantas (14).

Familia 1 Estefinas.

Las estefinas son proteinas citosélicas con un peso molecular de 11 kDa, estas proteinas no
presentan puentes disulfuro.

Familia 2 Cistatinas.
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Estas proteinas presentan puentes disulfuro y glicosilaciones y un peso molecular en un
rango que va de entre 13 y 24 kDa, presentan también un péptido sefial para ser secretadas
fuera de la célula.

Familia 3 Quinin6genos.

Estas son proteinas multidominio al igual que las proteinas de la familia 2, presentan
glicosilaciones y puentes disulfuro, con una masa molecular que puede estar entre 60 y 120
kDa, son las cistatinas mas grandes.

Familia 4 Fitocistatinas.

Las cistatinas de plantas ¢ fitocistatinas son proteinas con peso molecular de alrededor de
13 kDa aunque existen algunas excepciones como la cistatina de tomate, una proteina
conformada por 8 dominios y con una masa molecular aproximada de 110 kDa. Las
proteinas de esta familia comparten con las estefinas la caracteristica de no presentar
puentes disulfuro (14).

Las fitocistatinas mejor caracterizadas a la fecha son tres encontradas en el arroz (Oryza
sativa). Algunas de las caracteristicas que se han determinado para estas proteinas, indican
que sus especificidades y patrones de expresidn difieren significativamente, segtin la fase de
desarrollo en que se encuentre la planta y/o el tipo de tejido del que se trate (15). Se ha visto
también que las cistatinas se expresan en mayor medida durante la maduraciéon y
germinacion de las semillas, en la etapa posterior a la floracion, la senescencia de las hojas,
durante el ataque de depredadores y como respuesta a procesos infecciosos (16).

Las fitocistatinas se expresan ademas cuando se presentan condiciones de estrés bidtico y
abiético (17,18). Esto ha sido observado con detalle en plantas de cebada y plantulas de
castafias, las cuales fueron sujetas a condiciones de anaerobiosis, oscuridad, bajas
temperaturas, estrés salino, por calor y frio, donde se comprobé como la expresion de
cistatinas aumentd significativamente en estas condiciones (19,20).

En plantas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) también se ha evaluado la expresion
de cistatinas y se encontré que los niveles de expresion madas altos ocurren en tejidos
vegetativos y semillas maduras y disminuyen en la etapa posterior al proceso de
germinacién (17). Estos datos sugieren que su expresién se inhibe en orden de favorecer la
degradacion de proteinas de reserva, por accidn de cistein-proteasas enddgenas durante la
germinacion, de esta forma participan como reguladores del recambio proteico de la célula
durante la germinacion (21,22).

Se sabe ademas que estas proteinas mantienen varias isoformas en una misma especie de
planta, esto se atribuye a las variedad de funciones que tienen dentro de la célula y la
necesidad de discernir entre proteasas endogenas y exdgenas (23,24).

EL MODELO DE INHIBICION.

La actividad de las cistatinas como inhibidores de cistein-proteasas se realiza mediante la
formacién de complejos estables, que impiden, alteran 6 previenen el acceso al sitio activo
de las proteasas (16).A pesar del elevado numero de fitocistatinas descritas, solo se dispone
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de datos estructurales precisos de la orizacistatina I de arroz, cuya estructura tridimensional
ha sido determinada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (25).

Fig. 2 Estructura tridimensional de la orizacistatina 1 de Oryza sativa(25).

En la figura 2se muestra la presencia de un alfa hélice en la regién N-terminal donde se
encuentra el motivo de secuencia LARFAV (residuos 26 a 31) caracteristico de las
fitocistatinas. Se muestran también otros tres de los motivos caracteristicos descritos para
estas proteinas: el motivo QXVXG, una Glicina (G10) en el extremo N-terminal y un
Triptéfano en el extremo opuesto (W84).

La actividad de las fitocistatinas depende principalmente de estos tresmotivos de secuencia,
los cuales participan en la interacciéon con el sitio activo de la cistein-proteasa. La primera
region la constituye el asa formada por 5 residuos del motivo QXVXG (residuos Q53 a G57),
donde X corresponde a cualquier aminoacido. El segundo motivo lo conforman los residuos
P83 y W84, localizados en la regidn carboxilo terminal de la proteina y finalmente eltercer
motivo lo constituye el residuo de glicina localizado en el extremo amino terminal que ain
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cuando no interactda directamente con el sitio activo, participa en la unién con la proteasa y
por tanto en la especificidad de las cistatinas (26).

Cistatina

Fig.3. Representacion del tipo de inhibicidn de las cistatinas sobre las cistein-proteasas (27).

Con base en el analisis realizado sobre la estructura del complejo formado entre la estefina B
y la papaina, se han descrito los residuos que participan en el mecanismo de inhibicion de las
cistatinas sobre las proteasas. Dos de las asas tipicas de las cistatinas(LARFAV y QXVXG)
interactuan con la superficie de la enzima, mientras que la region N-terminal se une a la
proteasa en forma no covalente y adyacente al sitio activo de la enzima (Fig. 3), de esta
forma lo bloquea al prevenir la interaccion con el sustrato (27).
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METODOLOGIA.
DETERMINACION DE LA SECUENCIA CONSENSO.

Para la obtencién de la secuencia de la cistatina consenso se desarrolld la siguiente
metodologia:

Se realizé una busqueda por Psi-Blast en bases de datos no redundantes utilizando como
semilla la secuencia de la cistatina 1 de cafia de azucar (S. officinarum), de esta busqueda se
obtuvieron 106 secuencias de fitocistatinas de distintas bases de datos.

Se construy6 un alineamiento multiple con las secuencias encontradas, con los parametros
default del programa Muscle (41).

La secuencia consenso se definié con el programa Cons del servidor de EMBOSS (42),
especificando un punto de corte de 30% de identidad entre las secuencias del alineamiento.
Este porcentaje de identidad se ha reportado como un parametro eficiente para obtener un
consenso de mayoria simple(10). Entre mas astringente se establece el porcentaje de
identidad entre las secuencias del alineamiento, esto es arriba del 40%, mas dificil resulta
definir el aminoacido consenso.

DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS.

Se ha demostrado que el disefio de la secuencia de nucleétidos en la construccién de un gen
sintético es importante para asegurar la expresion correcta de la proteina resultante, pues
en diversos estudios se ha demostrado que utilizar codones raros puede resultar en una
expresion deficiente, de la misma forma tampoco resulta conveniente utilizar los codones de
maxima frecuencia de uso, debido al posible secuestramiento de los aminoacil tRNAs
optimos que podria afectar el crecimiento de la bacterias (32).

Por los antecedentes de estudios previos (34, 41, 43) sabiamos que la expresion de la
cistatina 1 de cafia en E. coli es factible pues no presentaba algin problema metodologico y
aunado a la idea de expresar posteriormente el gen de la cistatina consenso en plantas de
cafia, se mimetizo la frecuencia de utilizacion de codones que presenta cafia de azucar (S.
officinarum) para el gen de la cistatina 1 (44). Por ejemplo para la sustituciéon de Valina 16
por Isoleucina: el codén que utiliza S. officinarum en la cistatina 1 para Val16 es GUC con una
frecuencia de 0.30; este fue sustituido por el coddén de Ile ATT con una frecuencia de 0.34.De
esta forma a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina consenso se determino la
secuencia en nucledtidos del gen.

El disefio de los oligonucleotidos para la sintesis del gen consenso, fue realizado utilizando el
programa PRIMO de Chang Bioscience (42). Este programa se emplea para el disefio de
oligonucle6tidos con los cuales se sintetizardn genes completos para un hospedero
especifico, se seleccionan parametros de temperatura de hibridacion, el nimero de bases
que aparean entre oligos y la longitud de cada uno de los mismos. Los pardmetros del
programa estdn optimizados para evitar la formacién de estructuras secundarias que
impidan el correcto ensamblado de la construccion.
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Después de haber alimentado el programa con la secuencia consenso se obtuvieron 8
oligonucleotidos, siete de 60 pb y uno de 52 pb. Estos fueron sintetizados en la Unidad de
Sintesis del IBT.

Oligo(5'->3") 1: Tamartio 60
GAGGAATTCC ATATGGAAGA AGCGCATAAC GGCCGTCGTA TGGCGATGCT GGGCGGCATT

Oligo(5'->3") 2: Tamarno 60
TTCAATAATT TCCAGGCTGT TTTCATGGCC GCCCGGCACA TCACGAATGC CGCCCAGCAT

Oligo (5'->3") 3: Tamafio 60
AGCCTGGAAA TTATTGAACT GGCGCGTTTT GCGGTGGATG AACATAACAA AAAAGAAAAC

Oligo (5'->3") 4: Tamaifio 60
GTTCTTTCGC TTTCACCACA CGTTCAAATT CCAGCAGCGC GTTTTCTTTT TTGTTATGTT

Oligo (5'->3") 5: Tamafio 60
GGTGAAAGCG AAAGAACAGG TGGTGGCGGG CACCCTGTAT TATCTGACCC TGGAAGCGAA

Oligo (5'->3") 6: Tamafio 60
ACCCACACTT TCGCTTCATA CAGTTTTTTT TTGCCGCCCG CATCTTTCGC TTCCAGGGTC

Oligo (5'->3") 7: Tamafio 60
AAGCGAAAGT GTGGGTGAAA CCGTGGCTGA ACTTTAAAGA ACTGCAGGAA TTTAAACCGG

Oligo (5'->3") 8: Tamafio 52
CAAGCTTTAC AGCGGACGGC TGCCCGCATC GCCCACCGGT TTAAATTCCT GC

SINTESIS DEL GEN DE LA CISTATINA CONSENSO.

Purificacién de Oligonucleétidos.

Antes de realizar la reaccion para sintetizar el gen de la proteina consenso, fue necesario
purificar los oligonucleétidos para eliminar subproductos de la reaccidn de sintesis de los
mismos, de esta manera se reduce la posibilidad de generar construcciones incompletas o
con secuencias distintas a la diseflada. La purificacion se realizé mediante PAGE 12% 7 M de
Urea.

Solucion de Acrilamida al 12% y 7M de Urea:

TBE 5X:

Para 1l L.

54g Tris Base

27.5g Acido Bérico

20 ml 0.5 M EDTA pH 8

Se mezcl6 en un vaso de precipitados:
11.4g de Acrilamida

0.6g de Bisacrilamida

42g de Urea



21

20mL de Buffer TBE 5X
36mL de Agua mQ

Se prepar6 un gel mezclando 40mL de la solucién de acrilamida al 12%, 280uL de Persulfato
de Amonio al 10% y 14uL de TEMED.

Se precorrié el gel durante 15min a 350V, previé a cargar el gel se lavaron los pozos, se
cargaron 50pug de oligo crudo por carril.

Se corrié el gel a 350V hasta que el colorante salié por el borde inferior del gel.

Se visualiz6 el gel sobre una placa de silica fluorescente con luz UV de onda corta y se corté
la banda correspondiente a la longitud del oligo.

La banda se colocé en un tubo eppendorf de 1.5mL se agregd 1mL de Agua mQ estéril hasta
cubrir el trozo de gel. Se incubé a 37°C durante 12 h.

Se retird el sobrenadante y se concentré hasta 200uL en un Savant por un lapso de 2 h
aproximadamente.

Se agreg6 1.0mL de nButanol y se agitd6 en un vortex durante 30seg. Se centrifugd a
13000rpm durante 1min. Se elimind la fase superior y se repitié una vez mas la extraccion
con nButanol.

Se agregd 1mL de etanol absoluto, se agitdé en un vortex y se centrifugé 3 min. Se eliminé el
sobrenadante por decantacidn.

Se seco el pellet en Savant, para posteriormente disolverlo en 115uL de agua mQ estéril se
tomo6 una muestra y se midié la absorbancia a 260nm para obtener la concentracién en

ug/pL.

Ensamblado del gen.

Con los oligos puros se ensambld el gen de la siguiente manera: Los oligos corren en
direccién antiparalela. El oligonucle6tido nimero uno aparea 10 pb con el oligonucleétido
numero 2 en la regién 3'. Por lo que posterior al apareamiento de las bases complementarias
en ambos oligos, la polimerasa sintetiza la cadena que hace falta en las regiones en donde no
hibridaron terminando con un segmento del gen que también aparea en 10 pb con el
siguiente y asi sucesivamente. En los ciclos sucesivos se amplifica el producto ensamblado,
en los primeros ciclos.La reaccion para sintetizar el gen de la proteina consenso se realizé en
reacciones de PCR, con dos concentraciones distintas de oligos externos como tnica
variante:

10 pL de Buffer

10 puL. de dNTPs

10 pmol de oligo 1 y 20 pmol para la reaccién 2
10 pmol de oligo 8 y 20 pmol para la reaccién 2
1 pmol de oligos 2 al 7

1 pL de enzima Taq DNA polymerase (Roche®)
1 pL de enzima Pfu (Fermentas®)

70 uL de H20

La reacciéon de ensamblado se favorece utilizando una concentracién menor de los oligos
internos esto es del 2 a 7 y una concentracién mayor de los oligos externos 1y 8, pues en los
primeros ciclos de la reaccion se pretende ensamblar el gen y en los ciclos finales solo
amplificar el producto ensamblado. En este caso se probaron dos concentraciones distintas
1:10 y 1:20 de los oligos internos respecto de los oligos externos.
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Se utilizé un termociclador iCycler (Bio-Rad®), el programa de ciclado fue el siguiente:

1 ciclo 94°C 2min

5 ciclos 94°C 20seg (Rampa 2min) 45°C 30seg 72°C 1:30min
20 ciclos 94°C 20seg (Rampa 2min) 50°C 30seg 72°C 1:30 min
1 ciclo 72°C 10min

El producto de PCR final se analizé en un gel de agarosa (Bio-Rad®) al 1.2%. Posteriormente
la reaccién de ensamblado se purificé utilizando High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche®).

El producto de PCR y el vector de expresion se cortaron con las enzimas Nde y BamHI
(NEBiolabs®). Las reacciones de digestién se corrieron en un gel preparativo, del cual se
purificaron los fragmentos digeridos de vector e inserto.

El producto de PCR se cloné en el vector pBC CAT entre los sitios Ndel y BamHI de forma que
queda fusionado al reportero de plegamiento, el gen de la Cloranfenicol Acetil Transferasa
(CAT) (Fig. 9). La reaccién de ligacion fue transformada en células competentes E.
coliXL1BlueMRF y plateada en cajas con medio LB y concentraciones crecientes de
cloranfenicol [10, 15, 20, 30 y 40 pg/ml]. Si el producto de PCR corresponde a productos
completos que a su vez resultan en la obtencién de proteinas plegadas, el reportero de
plegamiento la Cloranfenicol Acetil Transferasa estaria plegada también y permitiria a las
bacterias transformadas con el plasmido pBC-CAT crecer en presencia de Cloranfenicol.

Ndel Bam HI Bglll
[ ) | \ ] )

L CAT 6His
cistatina consenso

Fig 9. Disefio de la construccidn cistatina consenso-CAT, en el plasmido pBC. Los sitios BamHI y Bglll permiten
remover el reportero de plegamiento y fusionar a la cistatina consenso a una etiqueta de 6His.
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Se secuenciaron 2 construcciones de colonias aisladas de una caja de LB con cloranfenicol 15
ug/ml. Una de las dos construcciones presentaba la secuencia exacta que se disei¢ parala
cistatina consenso.

EXPRESION DE LA CISTATINA CONSENSO.

El siguiente paso fue cortar el vector pBC con la construccién Cistconsenso-CAT con las
enzimas BamHI y Bglll,de esta forma se removio el reportero de plegamiento, el vector se
ligd sobre si mismo y de esta manera el gen de la proteina consenso qued6 fusionado a una
etiqueta de 6His.

Este plasmido se transformé en células competentes E.coliXL1BlueMRF y se procedi6 a
realizar cultivos para evaluar la expresion de la proteinaconsenso sola y fusionada a CAT.

Los cultivos se incubaron a 30°C se utilizé6 medio LB adicionado con Espectinomicina (100
ug/ml), una vez que los cultivos alcanzaron 0.4 DO a A600nm se adicioné IPTG [0.2 mM]. Se
incubaron 3 h mas 6 hasta llegar a una A600nm de 1.

Se centrifugaron los cultivos a 4000 revoluciones por minuto por 5 min.

Se eliminé el sobrenadante.

Se resuspendi6 1 ml de soluciéon Tris 0.01 M pH 8.

Se sonicé 1min por 3 veces.

Se centrifugé a 6000 rpm 20 min.

Se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio, se tom6 una muestra y se analiz6é por SDS-
PAGE.

Se observo una banda de proteina que correspondia al tamafio esperado para la proteina
consenso soluble, sola y fusionada al reportero de plegamiento.

Para corroborar la expresién de la cistatina consenso se realiz6 un ensayo tipo Western
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-His (Anti poly Histidine SIGMA®) conjugado a
Fosfatasa alcalina.

Se prepar6 un gel de acrilamida al 12.5% se corrieron los extractos proteicos
correspondientes y a continuacién se realiz6 una transferencia semiseca con una camara
SemoPhor (Hoefer®). La transferencia se realizé a 0.8 mA/cm?2 durante 1.5 h. Se utilizé una
membrana de nitrocelulosa Hybond-C Extra (Amersham Biosciences®).La inmunodeteccién
se realizo de la siguiente manera:

Se incub6 la membrana por 12 h con una solucién al 5% de leche descremada diluida en
TBST.

TBST
TBS (Tris 10mM, NaCl 150 mM)
Tween 20 (0.05%)

Se lavo 2 veces por 15 minutos con TBST 1X.Se incub6 la membrana durante 1 h con
agitacion constante en presencia del anticuerpo anti-His en una diluciéon de 1:10000 en TBST
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y leche descremada al 0.1%.Se lavé la membrana 2 veces por 15 min con TBST 1X.Se revel6
utilizando los reactivos BCIP/NBT(Zymed®).

TBST
TBS (Tris 10mM, NaCl 150 mM)
Tween 20 (0.05%)

PURIFICACION DE LA CISTATINA CONSENSO Y LA CISTATINA 1 DE CANA DE AZUCAR.

El siguiente paso consistio en la purificacion de las proteinas consenso y silvestre, esta nos
servird como referencia en los ensayos para evaluar la estabilidad y actividad de la proteina
consenso.

Se inocul6 con una colonia un cultivo de 3 ml se dej6 creciendo por 12 h a 37°C y agitacion
constante, este cultivo se transfirié a un matraz con 300 ml de LB. La cistatina 1 de caifia se
encuentra clonada en el vector pET-28a (donado por el Dr. F.H. Silva), este presenta un
marcador de resistencia a kanamicina, para su expresion se utiliza la cepaF. coli BL2Z1DE3. La
cistatina consenso estad clonada en el vector pBC este tiene un marcador de resistencia a
espectinomicina, para su expresion se utiliza la cepa de E. coli XL1 BlueMRF.

Los cultivos de 3 ml se utilizaroncomo in6culo para cultivos de 300 ml, estos se mantuvieron
a 30°C y agitaciéon constante hasta que alcanzaron una densidad 6ptica de 0.4 A600nm, se
indujeron con IPTG [0.2 mM] y se mantuvieron por 4 h mas bajo las condiciones descritas de
temperatura y agitacion.

El cultivo se centrifugdé a 4000 rpm por 20 min. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 30 ml de soluciéon de lisis y se sonic6 durante 1 min por 8 veces con
intervalos de 1 min entre cada pulso. Se centrifugd por 20 minutos a 6000 rpm, se recuperé
el sobrenadante para pasarlo por la columna.

La purificacion se realizé utilizando una columna cargada con Ni-NTA Agarosa (Qiagen®).
Se utilizaron las siguientes soluciones.

Solucién de lisis.
pH8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH2PO.4
10mM Imidazol
10% Glicerol

Solucién 2.
pH8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH;PO4
30mM Imidazol



Solucién 3.

pH 8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH;PO.4
50mM Imidazol

Solucién 4.

pH 8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH2PO4
70mM Imidazol

Solucién 5.

pH 8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH2PO4
100mM Imidazol

Solucién 6.

pH 8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH;PO.4
200mM Imidazol

Solucién 7.

pH8

10mM Tris
100mM Nacl
50mM NaH2PO4
250mM Imidazol

Solucién 8.

pHS8

10mM Tris
100mM NacCl
50mM NaH2PO4
300mM Imidazol
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Se empacaron 2 ml de resina Ni-NTA, se equilibré con solucién amortiguadora 1 (10
volimenes de columna) y se pasé el lisado clarificado. Se lavé con 10 volimenes de solucion
2, posteriormente 5 volimenes de soluciéon 3 y 5 volimenes de solucién 4. La proteina se
eluy6 en 4 fracciones con 1 ml de las soluciones 5, 6, 7 y 8. Finalmente la columna se lav6 con
10 volimenes de la solucién 8, 10 volimenes de acido acético 200 mM, glicerol 30% y agua

maQ.
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Las fracciones colectadas se analizaron en un SDS-PAGE para evaluar su pureza. En algunas
fracciones de la purificacion de la proteina consensos se observaron bandas de proteina que
no correspondian al tamafio esperado, por lo que se elevo el volumen de las soluciones de
lavado 3 y 4 a 15 volimenes de cada una.

La presencia de las bandas que no correspondian al tamafio esperado disminuyd
significativamente, pero no se eliminaron totalmente por lo que se modific6 la composiciéon
de las soluciones 2 y 3 a las cuales se les agregd 5% de glicerol. De esta forma se resolvié una
sola banda en la mayoria de las fracciones colectadas con un tamafio que corresponde a la
proteina consenso.

Las fracciones de proteina pura se dializaron por 12h a 4°C utilizando la membrana
Spectra/Por (Spectrum®) MWCO 3500 en 1 litro de solucién amortiguadora filtrada y
degasificada.

Solucidn de dialisis.
10 mM Tris-HCl
100mM NacCl
50mM NaH2PO4

Las fracciones dializadas se recuperaron y se analizaron por SDS-PAGE 15%. Las soluciones
de proteina fueron filtradas en un filtro Millex de 0.22 micras (Millipore®).

La concentracién de ambas proteinas se evalu6 por el método de Bradford (Bio Rad Protein
Assay®), una vez determinado las concentraciones para cada proteina, se procedié a realizar
un ensayo de actividad con ambas proteinas.

ENSAYO DE ACTIVIDAD.

Para corroborar la actividad inhibitoria de laproteina consenso se procedié a realizar el
siguiente ensayo segun Vilelaet al(43). Se evalu6 la actividad hidrolitica residual de la
cistein-proteasa Papaina (Sigma®) después de incubar durante 10 min una cantidad
determinada de esta proteasa con cistatina consenso y silvestre, que previamente habian
sido incubadas por 20 min a 37°C, 42°C, 62°C, 90°C.A cada una de las cuatro muestras de
proteasa+inhibidorse  les  agregd el sustrato fluorogénico  Z-Phe-Arg-MCA
(Carbobenzoxicarbonil-Phe-Arg-7-amido-4-metilcoumarina Sigma®). Bajo el siguiente
esquema:

C!SEHH“H CU“SE"SU T ! dpdlild = = =

(1.5nM) (1.5 uM) (0.5 mM)
37°C x 20 min W
42°C x 20 min W
62°C x 20 min W

90°C x 20 min W
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Cistatinal silvestre + Papaina + Z-Phe-Arg-MCA
(1.5nM) (1.5 uM) (0.5 mM)

37°C x 20 min W

42°C x 20 min W

62°C x 20 min W

90°C x 20 min W

Soluciéon Amortiguadora de la reaccion:

0.4M Fosfato de SodiopH 6.8
10mM EDTA
2mM DTT

Se procedi6 a medir la sefial de fluorescencia, que seria visible sélo si la proteasa actuaba
sobre el sustrato fluorogénico. La medicion se hizo por triplicado en una placa de 96 pozos
(Costar®)en el equipo TECANy se sigui6 por 20 min. Los parametros de excitacién y emisién
se determinaron como 380 y 460 nm respectivamente.

La actividad inhibitoria de las cistatinas fue determinada como el % que corresponde, a la
diferencia entre la actividad de la Proteasa en ausencia de las cistatinas y la actividad
residual en presencia de estos inhibidores (45).

1%= (F-F*) x 100%
F
1% Actividad inhibitoria
F Lectura de fluorescencia en ausencia de cistatinas
F* Lectura de fluorescencia en presencia de cistatinas

DICROISMO CIRCULAR.

Las muestras de proteina fueron disueltas en solucién amortiguadora a una concentracion
de 200ug/ml. El espectro fue obtenido en celdas de 1mm en un espectropolarimetro JASCO
equipado con un portacelda rectangular con controlador de temperatura tipo Peltier.

En un primer analisis el espectro para la proteina consenso se obtuvo a 20°C.
Posteriormente se obtuvieron los valores de Tm para la proteina consenso y para la proteina
silvestre, realizando una curva de desnaturalizacién de 20°C a 90 °Csiguiendo el cambio de
elipticidad a 222nm y en presencia de Urea como agente caotrépico. El cambio de
temperatura se realiz6 a velocidad constantecontrolado por el sistema Peltier.

Solucién Amortiguadora:
10mM Tris-HCl pH8
50mM NaH2PO4

100mM NacCl

7.85 M Urea



28

Mediante las curvas de desnaturalizacién térmica, se obtuvo la representacion grafica de la
Tm. Los valores de elipticidad medidos por dicroismo circular se normalizaron para obtener
el valor correspondiente a la fraccién de proteina nativa, estos valores se graficaron
posteriormentevs la temperatura como podemos ver en la Fig. 10.

1.4

Fraccion
nativa

m1.5M
2M

2.5M

Temperatura °C

Fig. 10. Espectro de dicroismo circular.

Posteriormente se determiné la Tm para cada concentracién de Urea graficando los puntos
que correspondian al espectro donde se observaba la pérdida de la estructura y con la
ecuacion de la recta que corresponde a cada linea (Fig. 11).

1.2
1 *»1M
m1.5M
0.8
] 2M
Fraf‘cic’;n 0.6 2.5M
nativa
0.2 3.75M
+4M
0] T \
0o 38 45 \;i\\ \eg\ 75

Temperatura °C

Fig. 11. Fraccidn nativa de la proteina vs Temperatura.



Para determinar el valor de Tm:
y=mx+b

y=0.5

m= la pendiente de la recta

b=la ordenada al origen
x= el valor de Tm

Despejando:Tm= (0.5-b)/m
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Los valores de Tm obtenidos para cada concentracion se enlistan a continuacion:

Cistatina Consenso Cistatinal de caiia

Urea [M] Tm Urea[M] Tm
4 78.01°C 1
4.25 76.99°C 1.5
4.75 73.56°C 2 56.34°C
5 74.16°C 2.5 52.69°C
5.5 71.34°C 3 48.95°C
6 69.75°C 3.75 43.14°C
4 39.87°C

62.70°C
59.82°C

Estos valores se graficaron y sobre la recta que se obtuvo, con la ecuacion anterior se
considerola ordenada al origen como el valor de Tm en ausencia de Urea. Los calculos se
hicieron de la misma forma para la cistatina consenso y la cistatina 1 de cafia.
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RESULTADOS.
DETERMINACION DE LA SECUENCIA CONSENSO.

Con base en el alineamiento de 106 secuencias de cistatinas de plantas, se determind la
secuencia de la cistatina consenso, (Pag. 45).

Sabemos que no hay un nimero de secuencias idéneo para determinar un consenso. En la
bibliografia podemos encontrar que se han determinado consensos, con base en solo 23
secuencias (28) 6en mas de 200(11).

Si bien debe considerarse que ante un mayor nimero de secuencias puede ser mas dificil
establecer el residuo consenso, el porcentaje de identidadal cual se determine, es relevante
para resolverlo en forma mds simple.En este caso la cistatina consenso sedeterminé con un
30% de identidad, de acuerdo a un reporte previo (10), entre el 30 y 40% de identidad
resulta el punto de corte mas apropiado, ya que el consenso no resulta sumamente estricto 6
laxo, ademdsa estos porcentajes puede obtenerse una mejor proporciéon de mutaciones
estabilizantes/desestabilizantes que permitan mantener la flexibilidad necesaria para no
perder la actividad de la proteina (Fig. 12). Cuando no fue posible establecer el residuo
consenso, se considero el residuo presente en la secuencia de la cistatina 1 de cafia para esa

posicion.
Enxa E cexx
XXXRAXXX BXX :
KXKKXXXX XXKGCXXXXX XKXX

CANECYSTATIN
Conzensus 3l
Conzensusdl
Conzengunsd
Conzensusbl

4
CANECYSTATIN
Conzensus 3l
Conzensusdl
Consensussl
Conzensus bl

81

CANECYSTATIN
Conzensus 30
Conzensusdl
Consensuss0
Consensus bl

Fig. 12. Diferentes consensos obtenidos a distintos porcentajes de identidad.
La proteina consenso comparte un 70% de identidad en residuos de aminoacidos con
respecto a la secuencia de la cistatina 1 de cafia, se cambiaron 32 de 106 aminoacidos a lo

largo de todo el polipéptido (Fig. 13). Los residuos que participan en la interaccién de este
inhibidor con el sitio activo de las cistein-proteasas se conservan.

Fig. 13 La secuencia de la cistatina consenso alineada con la cistatina de cafia, 12. y 22 linea respectivamente.
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DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS.

Previo al disefio de los oligos para sintetizar el gen, se obtuvo la secuencia nucleotidica sobre
la secuencia de aminoacidos de la proteina consenso, valiéndonos del uso de codones de
cafia de azucar (S. officinarum)para la cistatina 1(Fig. 14) (46). Si bien en algunos casos el
expresar un gen heterdlogo con un uso de codones muy distinto al hospedero, puede
resultar en una expresion deficiente. Para este trabajo contamos con los antecedentes del
trabajo del grupo del Dr. Silva, los cuales no indicaban alguna dificultad para expresar la
cistatina de cafna en E. coli, por lo tanto respetamos el uso de codones de la cistatina
silvestre, con la idea también de que en futuros experimentos la cistatina consenso se
exprese en plantas de cafia (43).

El codén que codifica para cada aminoacido de la proteina consenso se eligi6 tratando de
igualar la frecuenta que presentara el codon correspondiente a esa posicion en la cistatina de
cana.

gag gaa ttc cat atg gaa gag gca cac aac ggg cgg cgc atg get atg ctg gge gge att cgg gac gtt ccg
ggc ggce cac gag aac tcc ctc gag att atc gag ctc geg cgc ttc gec gte gat gag cac aac aaa aag gaa aac
gcg ctg ctg gag ttc gag agg gtc gtg aag gec aaa gag cag gtg gtg gee ggg acc ctg tac tac ctg acc ctg
gag gcc aag gac gec gge gge aaa aag aag ctg tac gag gec aag gtg tgg gtg aag ccg tgg ctg aac ttc
aag gag ctg cag gaa ttc aag ccg gtc ggg gac gcc gga tee cgg cca ctg tag age ttg

Fig. 14. Secuencia de nucleétidos de la cistatina consenso, en negritas se indican los sitios Nde I y BamHI.

SINTESIS DEL GEN DE LA CISTATINA CONSENSO.

Los oligonucleo6tidos para la sintesis del gen, fueron disefiadosmediante el programa PRIMO
de Chang Bioscience (44).

El programa se alimentd con la secuencia de nucleétidos, el tamafio y la temperatura de
hibridacién de los oligos se determiné como un maximo de 60 pb y temperatura de
alineamiento de 50°C. El utilizar una temperatura de hibridaciéon similar para todos los
oligonucle6tidospermitié establecer las condiciones adecuadas en la reaccién de PCR para
ensamblar el gen.

Después de haber alimentado el programa con la secuencia consenso se obtuvieron 8
oligonucleotidos, siete de 60pb y uno de 52pb. Estos oligos se ensamblaron en una reaccion
de PCR, con las condiciones apropiadas para favorecer la sintesis del gen en los primeros 5
ciclos y la amplificacion del producto en los ciclos sucesivos. Se utilizaron dos
concentraciones distintas (1:10 y 1:20) de los oligos internos respecto de los oligos de los
extremos del gen.La relacion 1:10 permitié obtener un ensamblado mas eficiente. El
producto de la reaccion coincidié con el tamafio esperado para el gen completo (340 pb)
como podemos ver en la figura 15.
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12 M 34

340 pb

Fig. 15. Andlisis de la reaccion de PCR para ensamblar el gen de la cistatina consenso. Los carriles 1y 4
corresponden a reacciones donde el ensamble del gen se realizd con una relacién 1:10 de los oligos internos
respecto de los oligos de los extremos,los carriles 2 y 3 corresponden a una relacién 1:20.

El producto de PCR se cloné en el vector de expresion pBC-CAT, fusionado a un reportero de
plegamiento que permitié seleccionar proteinas plegadas, se secuenciaron 2 construcciones,
una de las cudles coincidié exactamente con la secuencia consenso disefiada.

EXPRESION DE LA CISTATINA CONSENSO.

Posteriormente se realizaron cultivos con ambas construcciones; es decir con y sin fusién al
reportero de plegamiento. Dado que necesitabamos corroborar que la proteina se expresara
en la fraccién soluble, por experimentos previos sabiamos que el reportero favorece la
solubilidad de las proteinas a las que se fusiona, por ello se verificé que la proteina consenso
se encontrara en la fraccion soluble sin estar fusionada al reportero. La construccién estaba
diseniada para remover el gen reportero y al mismo tiempo fusionar al gen de la cistatina
consenso a un etiqueta de 6 Histidinas, que posteriormente, fuera util para purificar esta
proteina.

Se analizaron los extractos obtenidos correspondientes a la fraccidn soluble por SDS-PAGE,
donde se observé una expresion adecuada de proteina soluble, sola (Fig. 16) y en fusion al
reportero de plegamiento.
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Fig. 16. SDS-PAGE de extractos totales de cultivos en la cepa XL1Blue.

En la figura 16tenemos en el siguiente orden:

Carril 1. Cepa XL1Blue, (cultivo inducido con IPTG).

2. Cepa XL1Blue transformada con el plasmido pBC Cistatina Consenso-His(cultivo inducido
con IPTG), en este carril podemos ver una banda de proteina mayoritaria, de un tamafio que
corresponde a 13kDa aproximadamente, el tamafio que corresponde a la cistatina consenso.
3. Cepa XL1Blue, (cultivo sin inducir).

4. Cepa XL1Blue transformada con el plasmido pBC Cistatina Consenso-6His (cultivo sin
inducir).

5. Fraccidn insoluble cepa XL1Blue sin transformar (cultivo inducido con IPTG).

6. Fraccion insoluble cepa XL1Blue transformada con el plasmido pBC Cistatina Consenso-
His (cultivo inducido don IPTG).

7. Fraccion insoluble cepa XL1Blue sin transformar (cultivo sin inducir).

8. Fraccién insoluble cepa XL1Blue transformada con el plasmido pBC Cistatina-6His (cultivo
sin inducir).

9. Marcador de peso molecular.

Posterior al analisis por SDS-PAGE se hizo un ensayo tipo Western blot con un anticuerpo
anti-His que confirmé la presencia de la proteina consenso en la fraccion soluble (Fig. 17).
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1 2M
35 kDa
—— 15 kDa
Fig. 17. Inmunoensayo tipo 10kDa Western blot anti-His. El
carril 1 corresponde a la proteina consenso, el carril
2 corresponde a una proteina utilizada como marcador positivo, el carril 3

corresponde al marcador de peso molecular.
PURIFICACION DE LA CISTATINA CONSENSO Y LA CISTATINA 1 DE CANA DE AZUCAR.

El paso siguiente fue la purificacion la proteina consenso y de la cistatina 1 de cafia de
azucar, sirvié como referencia para posteriormente evaluar el incremento en la estabilidad
de la proteina consenso.

La purificacién de ambas proteinas se realiz6 utilizando una columna de niquel utilizando

Ni-NTA Agarosa (Qiagen®). Las fracciones de proteina pura fueron recuperadas eluyendo
con concentraciones crecientes de Imidazol.
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Fig. 18. SDS-PAGE 15%. Purificacién de cistatina 1 de cafia de azucar. Se utilizaron concentraciones de 100,
200, 250 y 300 milimolar de Imidazol para eluir las fracciones de proteina pura.

La purificaciéon de la cistatina 1 resolvi6 una sola banda de proteina con un tamafio que
corresponde al esperado. Las banda que vemos en la figura 18 corresponden a fracciones de
esta proteina, obtenidas al eluir con concentraciones de 100, 200 (2), 250 (2) y 300 mM de
Imidazol.

La purificacién de la proteina consenso resolvié fracciones de proteina que presentaban una
banda de menor tamafio préxima a la proteina consenso, esto podria deberse a un proceso
de degradacidn 6 al pegado de otra proteina a la cistatina consenso (Fig. 19).

100mM100mM200mM200mM M  200mM250mM250mM

g

- - - - e -

Fig. 19. SDS-PAGE 15%. Purificacidn de la cistatina consenso. Se utilizaron concentraciones de 100, 200 y 250
mM de Imidazol

Para mejorar la calidad de la purificacién se variaron las condiciones de lavado. Se aumenté
el volumen de solucién utilizado para este fin, con lo que se buscaba eliminar la fraccién de
proteina que aparece junto a la consenso.

Se agregd glicerol al 5% a las soluciones de lavado 2 y 3, esta medida favorecio la calidad de
la purificacién, ya que fue posible obtener la proteina consenso sin la presencia de otras
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proteinas en las fracciones colectadas como sucedié en la purificaciéon anterior. En la figura
20 podemos ver como se presenta una sola banda en el analisis por SDS-PAGE.

300mM 300mM 250mM 250mM 200mM 200mM 100mM 70mM 50mM 30mM

/3kDa

Fig.20. SDS-PAGE 15%. Purificacién de la cistatina consenso eluida con distintas concentraciones milimolares
de Imidazol.
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ENSAYO DE ACTIVIDAD.

Una vez que las condiciones de purificacion de las proteinas consenso y silvestre fueron
resueltas. Se procedi6 a evaluar la actividad como inhibidor de la proteina consenso. Los
residuos responsables de la interaccion con el sitio activo de las cistein-proteasas no fueron
cambiados, pero si se cambiaron los residuos adyacentes a ellos por lo que podria verse
afectada la distancia entre ellos y repercutir en la afinidad por la proteasa.

El ensayo de inhibicion se realiz6 midiendo la actividad proteolitica residual después de
incubar la proteasa en este caso papaina con los inhibidores, la cistatina consenso y la
cistatina 1 de cafa de azucar. La reaccion se midié en un espectrofluorémetro en funcion de
la sefial de fluorescencia, que se genera cuando la proteasa actda sobre el sustrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA.

Con el fin de realizar un andlisis previo sobre el incremento en la estabilidad de la cistatina
consenso respecto de la proteina silvestre, concentraciones equimolares de ambas proteinas
se incubaron por 20min, a 37°C, 42°C, 62°C y 90°C. Posteriormente una muestra de cada una
de las 4 condiciones se mezclé en una solucion amortiguadora que contenia a la proteasa, la
mezcla de ambas proteinas se incub6 por 5 min a 37°C, por ultimo se adiciond el sustrato a
esta mezcla y se procedi6 a medir la sefial de fluorescencia.

De esta manera esperabamos ver si la temperatura afectaba la estabilidad de las cistatinas,
con la idea de que si habia un efecto sobre el plegamiento en alguna de las dos, se reflejara
como una disminucién en actividad sobre la proteasa, lo cual se corroboraria con una senal
de fluorescencia mas baja, cuando se comparara conlos datos correspondientes al medir la
actividad de la proteasa sin tener al inhibidor presente.

La actividad inhibitoria de las cistatinas fue determinadacomo el porcentaje que
corresponde a la diferencia entre la actividad de la proteasa en ausencia de las cistatinas y la
actividad residual en presencia de estos inhibidores segtin se describe en la metodologia.

Los resultados mostraron que hay un efecto inhibidor mayor sobre la actividad de la
proteasa de la cistatina consenso respecto a la cistatina silvestre. La actividad como
inhibidor de la cistatina consenso, se ve afectada en menor grado por efecto de la
temperatura, a diferencia de la cistatina silvestre que mostré una disminucién mayor sobre
su actividad como inhibidor (Fig. 21).
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Fig 21. Porcentaje de la Actividad proteolitica residual de la cisteina-proteasa papaina, en presencia de la
cistatina consenso y silvestre después de incubarse a diferentes temperaturas.

DICROISMO CIRCULAR.

Se determino el espectro de Dicroismo Circular de la cistatina consenso a 20°C. El espectro
coincide con datos publicados anteriormente sobre el espectro caracteristico de la cistatina
1 de caila de aztcar, segin se describe en Soares-Costa etal (42).
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Fig.22. Espectro de Dicroismo Circular de la cistatina consenso.
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DETERMINACION DE Tm.

Para determinar el valor de la Temperatura media de desnaturalizacién, se hizo una curva
de desnaturalizacién, monitoreada por Dicroismo Circular, en presencia de Urea como
agente caotrépico.En las siguientes graficas (Figs. 23 y 24) podemos ver la temperatura a la
cudl corresponde la Tm para la cistatina consenso y la silvestre, en funcién de distintas
concentraciones de Urea, la Tm absoluta se determiné extrapolando estos datos pero
considerando como 0 la concentracion de urea, segin se describe en la metodologia.
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Fig. 23. Valores de Tm sobre concentraciones crecientes de Urea para la cistatina consenso.
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Fig.24. Valores de Tm sobre concentraciones crecientes de Urea para la cistatina 1 de cafia de aztcar.
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La Tm de la cistatina consenso es de 94.3°C, para la cistatina 1 de cafa de azlcar la Tm es de
71°C. Esto nos indica un aumento de 23°C, en el valor de Tm de la proteina consenso.

RESULTADOS ANEXOS.

En la siguiente tabla se encuentran los valores de Ki sobre la actividad proteolitica de las
catepsinas B y L, para un inhibidor sintético (A10PL3), la orizacistatina(OC-I), 4 cistatinas de
cafia y la cistatina consenso obtenida ene este trabajo, sobre la actividad proteolitica de las
catepsinas B y L. Estos valores fueron determinados por el grupo del Dr. F. Henrique-Silva.

Inhibidor Catepsina B Catepsina L
(Ki)

A10PL3 16nM 9.8nM
OC-I 112nM 4.4nM
Canacistatina 1 125nM 0.6nM
Canacistatina 2 0.47uM 0.17nM
Canacistatina 3 2.44uM 0.6nM
Canacistatina 4 0.83nM 0.021nM
Cistatina Consenso 10nM 1nM

Tabla 2. Constantes de inhibicién sobre las proteasas catepsina B y catepsina L. Los valores de Ki indican la
concentracion de inhibidor necesaria para disminuir 50%, la velocidad de protedlisis de la enzima sobre el
sustrato

Las catepsinas B y L son dos cistein-proteasas de importancia medica, debido a su
participacion en la formacidn de tumores y metastasis. El evaluar la actividad inhibitoria de
las cistatinas sobre estas proteasas resulta por ello de particular interés. La cistatina 4 de
cafia de azudcar es la cistatina que presenta la mejor actividad inhibitoria sobre estas
proteasas. Sin embargo poder expresar y purificar cistatina 4 resulta sumamente complicado
debido a su naturaleza insoluble.

La cistatina consenso presenta los valores de Ki mas cercanos a los de la cistatina 4 y a
diferencia de esta puede expresarse y purificarse en forma mucho mas sencilla y eficiente, de
manera que se dispone de cantidades de proteina pura, suficientes para continuar con
estudios de este tipo.
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DISCUSION.
Sobre la estabilidad de la cistatina consenso:

El disefio con base en la informacidon que nos proporcion6 un alineamiento con 106
secuencias de cistatinas de plantas, nos permiti6 utilizar la ingenieria de consensos
para obtener una proteina con un incremento de 23°C en su Temperatura media de
desnaturalizacion.

La secuencia consenso para un grupo de proteinas homodlogas resulta mas estable que
cualquiera de las proteinas incluidas en el alineamiento, puesto que las proteinas
silvestres no corresponden a la secuencia consenso de todas las posiciones
estructuralmente importantes, esto se debe a que las proteinas son estables sélo para
cumplir su funcién biolégica; las proteinas con estabilidades superiores a un cierto
umbral no tienen una ventaja de seleccidn adicional por presentar esta caracteristica.
Por lo tanto reemplazar un residuo con el aminoacido consenso correspondiente puede
incrementar la estabilidad 6 la eficiencia de plegamiento para una proteina de interés.

Utilizar un enfoque semiracional como la Ingenieria de consensos permite incrementar
la estabilidad en las proteinas sin tener que recurrir al analisis de una gran cantidad de
informacion estructural 6 a la generacién de bancos de miles de variantes, como seria
el caso para la Ingenieria de proteinas y la Evolucion dirigida.En el caso especifico de
las cistatinas de plantas solo se dispone de informacién sobre la estructura de la
orizacistatina 1, por lo que recurrir a una estrategia racional como la ingenieria de
proteinas, resulta muy complicadoy por otra parte recurrir a experimentos de
evolucion dirigida implicaria adicionalmente, desarrollar un método adecuado de
seleccién 6 tamizaje que nos revelara las variantes mas estables.

Para poder referirnos claramente al efecto de los 32 cambios de aminoacido que
presenta la proteina consenso respecto de la cistatina de cafa, se requiere llevar a cabo
un analisis detallado que permita responder de que forma pueden estar contribuyendo
estos cambios al incremento en el valor de la Tm. La estabilidad de la proteina
consenso, bien puede deberse al aumento de residuos con cadenas laterales mas
pequefias que permiten una estructura mas compacta ¢ a un incremento en la red de
puentes de hidrégeno.

Uno de los cambios que resulta de particular interés es el de la V90P, el residuo P90
corresponde a un residuo consenso pues esta presente en la mayoria de las cistatinas
de plantas, como pudimos ver en el alineamiento, sin embargo no esta presente en la
cistatina de cafia. Este residuo ha sido descrito como uno de los aminodacidos
responsables de la interaccion de las cistatinas con las proteasas. El cambio de Valina
por Prolina reduce la flexibilidad de la cadena polipeptidica, algunos autores han
propuesto la idea de que las proteinas mas estables tienen menos fluctuaciones (46),
por lo que un cambio de este tipo puede favorecer el incremento en la estabilidad de la
proteina consenso.

Sobre la actividad como inhibidor:

El incremento en la estabilidad de la proteina consenso fue observado en un ensayo
donde se midid la capacidad de la cistatina consenso para inhibir cistein-proteasas, en
este caso con papaina como proteasa modelo. En una primer paso (37°C), la inhibicién
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de la cistatina consenso sobre la actividad de la papaina, disminuy6 el 86% la actividad
proteolitica sobre el sustrato, en comparacion la cistatina 1 de cafia que solo permitid
una reduccion del 44% sobre la actividad de la proteasa. Esto nos indicaba que aun sin
un reto de temperatura, la actividad como inhibidor de la cistatina consenso era mayor
respecto de la cistatina 1 de cafia. Cuando esta prueba se repitié después de incubar a
la cistatina consenso y a la cistatina de cafia a distintas temperaturas (42°C, 62°C y
90°C), la actividad inhibitoria de la cistatina consenso se mantuvo por encima de la
actividad de la cistatina de cafia, aunque no en la misma proporcién que se observé a
37°C.

Después de incubarse a 42°C la actividad de la cistatina consenso reduce el 66% de la
actividad de la papaina y la cistatina de cafia solo la reduce un 41%.

Cuando se incubé a 62°C la cistatina consenso incrementé su porcentaje de inhibicién
reduciendo la actividadde la proteasa un 75%, la cistatina silvestre incremento
también su porcentaje de inhibicién a un 68%. Esto sugiere que a 62°C la actividad
como inhibidor se favorece para ambas cistatinas, aunque siempre se mantiene un
porcentaje mas alto para la consenso. En varios reportes (15,22,47) se ha mencionado
que las cistatinas presentan una temperatura de actividad 6ptima entre los 60°C y los
65°C, lo cual podemos comprobar con estos datos.

Finalmente cuando se incubaron a 90°C, el porcentaje de inhibicién de la consenso
sobre la proteasa es de 68%y el porcentaje de la cistatina silvestre es de 56.3%. El
efecto de esta temperatura sobre la estabilidad de ambas cistatinas se manifest6, como
un decremento en su actividad inhibitoria, afectando en mayor grado la estabilidad de
la cistatina silvestre y en menor grado la estabilidad de la consenso.

En cuanto a los resultados que indican un incremento en el perfil inhibitorio de la
cistatina consenso sobre la actividad proteolitica de proteasas como las catepsinas By
L podemos decir que si bien la afinidad de cada fitocistatina por distintas proteasas es
especifica y diferencial, como consecuencia de un proceso evolutivo, cuya finalidad es
ampliar el espectro de inhibicion (25). En este caso la cistatina consenso present6 un
valor de Ki, superior al de otras cistatinas para inhibir a las catepsinas B y L, aunque
este valor de Ki no es tan alto como el que presenta la cistatina 4 de cafia, si permite
proponer a la cistatina consenso como candidato para emplearse en estudios sobre
inhibicién de proliferacion de células tumorales, proceso en el cual las catepsinas
tienen una participacién importante. Y es que si bien la cistatina 4 de cafia tiene un
valor de Ki mas alto sobre estas proteasas, la dificultad para disponer de cistatina 4
pura y en cantidad suficiente, dado su caracter hidrofébico, es en este momento una
limitante para su aplicacién en este tipo de experimentos. En cambio la metodologia
para expresar y purificar a la cistatina consenso no presenta alguna complicacion de
este tipo.

Por ultimo debe mencionarse que es necesario también continuar con los estudios, que
permitan evaluar la posible aplicacién de la cistatina consenso, para incrementar la
resistencia de plantas de cafia contra plagas y enfermedades. Para ello se puede
recurrir a los datos de diferentes trabajos (38,39,40), en los que se han utilizado
fitocistatinas como transgenes insecticidas y en los cuales se ha demostrado que las
plantas establemente transformadas con estos genes, presentan un aumento de la
resistencia contra insectos, nematodos y virus nocivos, aunado alos estudios que
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sostienenel hecho, de que no hay efectos negativos sobre los organismos que
mantienen algun tipo de interaccién con las plantas, sin representar un riesgo de
convertirse en plagas.
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CONCLUSIONES.

La Ingenieria de consensos es un enfoque semiracional que permite el disefio de proteinas
mas estables. En este trabajo utilizamos la Ingenieria de consensos,para obtener de novouna
cistatina mas estable.

La cistatina consenso que se obtuvo presenta un incremento de 23°C en su temperatura
media de desnaturalizacién (94.3°C) respecto de la cistatina 1 de cafia de azdcar (71°C)
contra la cual se comparo.

La cistatina consenso obtenida resultd6 no solo mas estable, pues ademdas presenta un
aumento en su perfil de inhibicion sobre la actividad proteolitica de cistein-proteasas, como
lo indica:

Su actividad como inhibidor, sobre papaina tras ser incubada a altas temperaturas, respecto
de las cistatina 1 de cafia de aztcar.

Los valores de Ki determinados para la cistatina consenso sobre las proteasas catepsina B y
L, respecto de las cistatinas 1,2 y 3 de cafia de azucar.

PERSPECTIVAS.

Realizar mediante un modelado in silicoun analisis comparativo entre los cambios de
aminodacidos que presenta la cistatina consenso respecto de la canacistatina 4, de forma que
pudiera identificarse los cambios responsables, del aumento en estabilidad y de su actividad
como inhibidor de proteasas.

Determinar la ruta apropiada y los experimentos necesarios para poder analizar el potencial
como mecanismo de defensa de la cistatina consenso en plantas de cafia de azucar,
realizando los ensayos correspondientes que permitan evaluar la propiedad de la cistatina
consenso para inhibir el crecimiento de insectos nocivos, virus y hongos.

Continuar con los estudios pertinentes que permitan evaluar la posible aplicacién de la
cistatina consenso, para inhibir la proliferacion de células tumorales, con base en su
actividad sobre la actividad proteolitica de las catepsinas By L.

Determinar mediante cristalografia de rayos X la estructura tridimensional de la cistatina
consenso y de la cistatina 1 de cafia de azucar.
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