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Resumen

Las interacciones proteina-proteina juegan un papel importante en la mayoria de los
procesos bioquimicos de los seres vivos. Estas se involucran en mecanismos de transporte,
regulacion, defensa, nutricion, adaptativos, bioquimicos, entre otros. El correcto
funcionamiento de los organismos depende de manera imprescindible de las interacciones
proteina-proteina. En las plantas; por ejemplo, los mecanismos de defensa estan asociados
con procesos de regulacion tanto de inhibidores como de enzimas, lo que le permite a la
planta activar diversas moléculas que de manera controlada actian en contra de factores
adversos de su entorno. Gran parte de las plantas optimizan sus mecanismos de defensa

acorde con su necesidad, lo que implica que estan en un constante desarrollo evolutivo.

La finalidad de este trabajo fue estudiar bioquimicamente la interaccién entre el inhibidor
recombinante de serin proteasas rHPI (alérgeno Hev b 15) de Hevea brasiliensis y la
subtilisina Carlsberg. Para ello se usaron ensayos de interferometria de biocapa y
calorimetria de titulacion isotérmica. En primer lugar, se evalud la presencia del inhibidor
HPI en la fraccion sérica de la planta H. brasiliensis, precipitada con sulfato de amonio de
0-65% (A) y de 65 a 100% (B). Las dos fracciones fueron aplicadas a columnas de

cromatografia de exclusion molecular e intercambio aniénico.

Principalmente se identificaron dos proteinas con masas moleculares de 14.4 kDa para (A)
y 7.6 kDa para (B) mediante espectrometria de masas MALDI-TOF y geles SDS PAGE.
Ambas proteinas presentaron actividad inhibitoria sobre la subtilisina, con valores de 73 %
para la proteina con una masa de 14.4 kDa y 53 % para la de 7.6 kDa. Para poder
caracterizar la interaccion con la subtilisina, se expresé y purificé al inhibidor recombinante

rHPI de 7.74 kDa, debido a la poca cantidad de proteina obtenida de la fuente enddgena.

Para medir la interaccion inhibidor-subtilisina se usé una relacion estequiométrica (1.2:1).
La constante de disociacion Kp obtenida mediante ensayos de interferometria de biocapa
fue de 0.16 uM, muy similar a la calculada (Kp 0.28 uM), a partir de la constante afinidad
Ka (3.6 x 10° M) determinada con los ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica.




Mediante esta misma técnica, también se determind que la union de estas dos proteinas se
ajusta a un modelo con un solo sitio de union, en donde una molécula del inhibidor

interactia con una molécula de subtilisina y que se trata de un proceso exotérmico y

favorecido entropicamente




INTRODUCCION

1.1 Generalidades del latex y la especie Hevea brasiliensis

El &rbol Hevea brasilienses Muelle Erg., también llamado arbol del caucho o hule, siringa o
siringueira pertenece a la familia Euphorbiaceae y se cultiva en diversos paises
especialmente en Ameérica y en el Sudeste Asiatico. H. brasiliensis es una de las principales
fuentes de hule en el mundo, predominando sobre otras fuentes vegetales como el guayule
(Partheniumargentatum), el arbol de la gutapercha (Eucommiaulmoides) y el diente de le6n
(Taraxacumsp) (Berthelotab et al., 2014).

En los dltimos afios, el hule se ha usado en distintas &reas casi de manera indispensable,
éste puede ser obtenido de manera sintética o a través de fuentes naturales. El hule sintético
estd compuesto por polimeros de alquenos y dienos obtenidos de la industria petroquimica,
mientras que el hule natural proviene de plantas y contiene biopolimeros de isopreno (Men
et al., 2018). El hule natural posee propiedades fisicas que superan ampliamente al hule
sintético, por ejemplo: mayor resiliencia, elasticidad, resistencia a la abrasion, eficiencia en
la dispersion del calor y maleabilidad a bajas temperaturas (Cornish, 2001). Por lo tanto, el
uso de hule natural es casi irremplazable en diversas areas de la salud y la industria
(neumaticos de alta resistencia, dispositivos médicos, guantes quirdrgicos, entre otros).
Acorde con el informe del grupo internacional de estudios sobre el hule, el consumo global
de latex de H. brasilienis fue de 13.2 millones de toneladas con un valor correspondiente de
26 billones de ddlares en el afio 2017 (Men et al., 2018).

El hule natural o latex, consiste principalmente en cis-1,4-poliisopreno, su monémero
isopentenil pirofosfato (IPP) se sintetiza a partir de las vias del mevalonato (MVA) y
posiblemente también del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) en plantas. Su biosintesis
es catalizada por la transferasa del hule [EC.2.5.1.20] e implica tres pasos: iniciacion,
polimerizacion y terminacion (da Costa et al., 2005). En el primer paso de la iniciacion de
la cadena de cis-1,4-poliisopreno, se necesita de un precursor oligomérico de pirofosfatos
alilicos que puede ser: el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), el geranil pirofosfato (GPP), o

el farnesil pirofosfato (FPP), o el geranilgeranil pirofosfato (GGPP) o pirofosfato cis alilico.
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Sin embargo, se sugiere que el FPP es el principal iniciador in vivo. La sintesis comienza
con una ionizacion asistida por un cofactor cationico divalente del enlace carbono-oxigeno
en el iniciador, produciendo un catién alilico y un contra anién de pirofosfato (Figura 1).
Posteriormente, la polimerizacion se lleva a cabo por la incorporacion continua del grupo
vinilideno de IPP, que da como resultado la formacion de moléculas de latex. La
configuracién cis del 1,4-poliisopreno se debe a la estéreo regulacion, la cual depende de
las transferasas especificas de hule que generan el doble enlace, después de la adicion de
IPP y la eliminacion de protones (Men et al., 2018). EI dltimo paso, la terminacion de la
polimerizacion es poco clara. El latex natural presenta una amplia distribucion de pesos
moleculares en las diferentes especies de plantas. La diferencia de peso molecular puede
relacionarse con la funcidn especifica de las proteinas reguladoras en el hule (Cornish et al.,
2000).
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Figura 1. Mecanismo de iniciacion y polimerizacion de la biosintesis del latex. Tomado
de Men et al., 2018

La recoleccion del latex de H. brasilienisis, se realiza por medio de diversos cortes

transversales sobre su corteza, el latex brota y al cabo del tiempo se coagula (Figura 2A). El




latex es una suspension blanca coloidal que se almacena en las células laticiferas, las cuales
presentan un complejo sistema citoplasmético. Este puede ser separado en tres fases
mediante una centrifugacion a alta velocidad, tal y como se muestra en la Figura 2B. Hasta
la fecha, 1499 proteinas se han identificado en el latex, al menos 186 proteinas estan
presentes en las particulas de hule y 169 se han encontrado en la fraccion de lutoides o
suero B (Berthelot et al., 2016). El tipo de clona del arbol y el proceso de extraccion del
latex, inciden en la abundancia o escases de proteinas en el latex. Las proteinas
identificadas en la fraccion del suero C y en la fraccion de particulas de hule y Frey-
Wyssling pueden ser separadas e identificadas en funcion de su movilidad electroforética;
sin embargo, algunas de estas proteinas han sido poco estudiadas debido a su dificil
obtencidn y caracterizacion. (Sansatsadeekul et al., 2011).

Figura 2. Obtencién y separacion del latex, a partir de Hevea brasiliensis. (A)
Obtencion del latex de H. brasiliensis mediante cortes transversales en la corteza. Imagen
obtenida de Zhang et al., 2017. (B) Fases del latex después de la ultra centrifugacion (1)
Fraccion cremosa, particulas de hule y Frey-Wyssling (2) Suero C (3) Fraccién de lutoides
0 suero (B). Foto tomada en el Laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas 3-1Q-
UNAM.

El latex también contiene proteinas, péptidos y carbohidratos ademas del cis-1,4-
poliisopreno. Varias de estas proteinas estan asociadas a los mecanismos de defensa de la
planta contra parasitos o patdgenos, tales como: heveina, quitinasa, hevamina, glucosidasa,
polifenoloxidasa, B-1,3 glucanasa, P galactosidasa, P-N-acetilglucosaminasa, polifenol

oxidasa, e inhibidores de proteasas. (Havanapan et al., 2016).




Havanapan y Bourchookarn, reportaron que la abundancia de ciertas proteinas en diferentes
clonas del arbol de H brasiliensis influia en una mayor inhibicién de algunas cepas de
hongos. El suero del latex de la clona BPM24 de H. brasiliensis presentd una mayor
cantidad de proteinas como inhibidores de proteasas, glucanasa y quitinasa, las cuales
podrian estar implicadas en la alta actividad antifingica de esta clona. Estos autores
afirman que la purificacion y estudio de estas proteinas pueden ser las bases para encontrar
futuros compuestos que podrian ser usados con fines terapéuticos. Concluyen que el suero
de latex, desechado en algunas ocasiones por la industria del caucho, se puede convertir en

una fuente potencial de agentes bioactivos (Havanapan et al., 2016).

1.2 Alérgenos del latex de Hevea brasiliensis

En las dltimas décadas, los casos de alergia al latex han incrementado significativamente
convirtiéndose en un problema de salud publica. Aunque en paises industrializados estos
casos de alergia al latex han disminuido, en otros paises, denominados en via de desarrollo
industrial, la alta sensibilizacién al latex sigue estando latente (Heimsoth & Rihs, 2007).

El primer caso de una reaccién alérgica al latex fue publicado en el afio 1927, sin embargo,
fue solo desde el afio 1980 que se incremento el nimero de casos médicos relacionados con
graves reacciones anafilacticas por productos de latex de diversas plantas, predominando
los casos relacionados con el uso de productos derivados del latex de H. brasiliensis
(Mahmoudi, 2018).

Los productos de latex son comunmente usados por trabajadores de la salud, empleados del
sector farmacéutico, personal de aseo y cosmetologia. Cabe resaltar, que el resto de la
poblacién también estd expuesta a estos articulos; sin embargo, es el sector de la salud el
gue mayor riesgo tiene de adquirir reacciones alérgicas al latex. En la Tabla 1 se muestra
una lista de productos que contienen latex, de uso cotidiano y que pueden llegar a ser
detonantes de reacciones alérgicas. (Mahmoudi, 2018).




Tabla 1. Productos comunes que contienen latex. Tomado de Mahmoudi, 2018

Articulos médicos

Guantes

Jeringas

Tubo de estetoscopio

Torniquetes

Pufios de presion arterial.

Tapones de goma (medicamentos inyectables)

Catéteres

Dispositivos de intubacion

Articulos para el hogar

Guantes lavaloza

Mangueras de jardin

Biberones, tetinas, chupetes.

Suela de zapato

Neumaticos (automoviles, bicicletas)

Juguetes

Gafas de proteccion

Condones

Vendas

Cosmeéticos, pestafas postizas. (etc.)

Algunas estrategias tales como la reduccion del uso de productos manufacturados con latex,
identificacion de los alérgenos, y la fabricacion de nuevos productos con una baja cantidad
de sustancias que inducen una reaccion de hipersensibilidad, han sido métodos efectivos de
control del nimero de pacientes con alergia al latex. Sin embargo, se ha demostrado que la
alergia al latex estd asociada con enfermedades atdpicas, incluyendo rinitis, alergias al
polen y alimentos debido a la reactividad cruzada (Saleha et al., 2018).

Para el afio 2016, se habian identificado un total de 15 alérgenos en el latex de H.

brasiliensis, (Hev b 1-15), los cuales fueron aprobados y registrados por la organizacion




mundial de la salud (OMS) y el Subcomité de Nomenclatura de la Union Internacional de
Sociedades Inmunolégicas (1UIS) (Tabla 2) (Berthelot et al., 2016).

De los 15 alérgenos reportados, algunos se han obtenido mediante técnicas convencionales
de purificacion, mientras que otros han sido producidos usando técnicas de clonacién
molecular. Las ventajas de producir las proteinas recombinantes, en contraste con la
purificacion de proteinas nativas, son que se logra una mayor produccion de proteina y se
obtiene una sola isoforma de alta homogeneidad. Muchos de los alérgenos recombinantes
de latex se han expresado en células de Escherichia coli debido a que este sistema de
expresion evita las modificaciones postraduccionales, sin embargo, estos deben ser
validados contra las proteinas nativas y confirmar su bioequivalencia en términos de
reactividad alergénica (Heimsoth & Rihs, 2007).

Algunos de estos 15 alérgenos, presentan modificaciones postraduccionales y todavia no es
clara su funcion en el mecanismo de defensa de la planta. Por ejemplo, no se han logrado
identificar los carbohidratos que son determinantes en la reactividad cruzada y como las
glicosilaciones actian como epitopos en la alergenicidad del latex. (Heimsoth & Rihs,
2007). Estos alérgenos han impactado de manera negativa la industria del latex. Solo en los
Estados Unidos se reportaron varios casos de muerte producto de graves cuadros
anafilacticos mientras se realizaban enemas de bario (Yong et al., 2019). Aunqgue las
propiedades del hule natural de H. brasiliensis sobresalen sobre otras especies, e incluso
predominan sobre el hule de origen sintético, su uso se ve opacado por la presencia de estos
alérgenos, lo que afecta tanto al sector médico como a la economia de muchos paises en
desarrollo (Yong et al., 2019).




Tabla 2. Alérgenos
internacionalmente. Tomado de (Berthelotab et al., 2014)

del

latex de H.

brasiliensis

registrados y

reconocidos

Alérgeno Nombre Localizacion  kDa pl GLs? Papelfisiolégico  N° de acceso
GENBANK
Hevb 1 Factor de Particulas de 14.7 5.0 - Biosintesis  del P15252
elongacion del caucho latex
latex
Hevb 2 B-1,3-glucanasa Lutoides 35.1 9.5 + Defensa Q7XJ83
Hevb 3 Proteina de Particulas 224 4.8 - Biosintesis  del 0822803
particulas pequefias  de latex
pequefias de hule  hule
Hevb 4 Enzima tipo lipasa  Lutoides 53-55 45 + Componentes de Q8WPJ2
microhélices
Hevb5 Proteina &cida del Citoplasma 16 35 - Proteina Q39967
latex estructural
Hev b 6 01, Precursor y Lutoides 21 5.6 - Coagulacion del P02877
Hevb 602  heveina latex
Hevb 7 Homélogo de Citoplasma 429 4.8 + Defensa AAC27724
patatina
Hevb 8 Profilina Citoplasma 15 4.9 - Vinculada con el Y15402
citoesqueleto
Hevb 9 Enolasa Citoplasma 47.7 5.6 - Enzima glicolitica AJ132581
Hev b 10 Superoxido Mitocondria 26 6.3 - Enzima de P35017
dismutasa destruccion
(MnSOD) radical
Hev b 11 Quitinasa clase | Lutoides 33 5.1 - Defensa AJ238579
Hev b 12 Proteina no Membranas 9.3 108 + Defensa AAL25839
especifica de del latex
transferencia  de
lipidos
Hev b 13 Esterasa Lutoides 43 5.0 + Defensa Q7Y1X1
Hev b 14 Hevamina Lutoides 33.7 8.7 - Defensa P23472
Hev b 15 Inhibidor de serin  Latex 7.5 48 gRb Defensa CCw27997

proteasa

a Gls*(Glicosilacion)
bsr (sin reportar)




1.3 Inhibidores de proteasas y su papel en el mecanismo de defensa de las plantas

El inhibidor Hev b 15 o HPI (Hevea protease inhibitor) es objetivo de estudio en este
trabajo. Esta proteina, que inhibe a la subtilisina Carlsberg y débilmente a la tripsina, esta
relacionada con los mecanismos de defensa de H. brasiliensis y se clasifica como un
inhibidor de la familia tipo | de papa (Sritanyarat et al., 2006). Gracias a la evolucion y a
los diferentes cambios en los ecosistemas, las plantas han desarrollado mecanismos de
proteccion que les permiten resistir diferentes tipos de condiciones desfavorables, por
ejemplo: ataque de insectos, microorganismos fitopatégenos y cambios en su ecosistema
(Valueva & Mosolov, 2004). Dentro estos mecanismos se encuentran los inhibidores de

proteasas.

Los inhibidores de proteasas son bien conocidos por tener muchas aplicaciones en medicina
y biotecnologia, siendo las plantas una de las principales fuentes de estas moléculas. Los
inhibidores de proteasas prolongan la vida atil de los algunos alimentos y son importantes
candidatos para el manejo y control de plagas. Los insectos que se alimentan del material
vegetal dependen predominantemente de proteasas para su digestion, por lo tanto,
instintivamente el insecto evita alimentarse de ciertas plantas que contienen inhibidores de
proteasas, por lo tanto, esta caracteristica se consolida como una herramienta efectiva en el
mecanismo de defensa en las plantas (Bijinaa et al., 2011). Ademas, los inhibidores regulan
la actividad proteolitica en las plantas, por lo que el estudio de su efecto en la regulacion,
en la embriogénesis vegetal y en el desarrollo celular en las plantas son un desafio para los
investigadores (Fluhr et al., 2012) (Hyun et al., 2015).

Aunque las proteasas son fundamentales en diversos procesos bioquimicos de las plantas,
éstas deben ser reguladas para evitar un exceso de su actividad, puesto que pueden
ocasionar un dafio en el organismo vegetal. La tarea de control y regulacién se lleva a cabo
por los inhibidores Pls (proteasa inhibitors). Estos Pls son especificos, por lo tanto, otros
tipos de proteinas no se ven afectados por estas moléculas. Recientes estudios demostraron

que los inhibidores de plantas son mas efectivos que los inhibidores de origen sintético; ya
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que, presentan una alta especificidad, un mecanismo de accion dirigido, un uso mas seguro

y menos toxicidad (Shamsi et al., 2016).

Los inhibidores de proteasas son ubicuos, han sido aislados y estudiados ampliamente en
los Gltimos afos. Por lo general son moléculas pequefias con una masa molecular entre 5-26
kD, eéstos forman un complejo estable imitando la estructura del intermediario tetraédrico
en las reacciones de las proteasas con su sustrato. Los inhibidores se pueden agrupar
basados en la clase de proteasa que inhiben, de modo que se clasifican en: inhibidores de
serin, cistein, aspartil, glutamil, treonin y metalo proteasas (Figura 3). Otra forma de
clasificar a los inhibidores de proteasas es segun el porcentaje de identidad en su secuencia.
Actualmente en la base de datos MEROPS existen 85 familias, que considera la secuencia
de aminoacidos de 17,451 inhibidores. Cada uno de estos Pls difieren en su masa molecular
y en su mecanismo de accion (Marathe et al., 2019). Estas familias se nombran con la letra

“I" seguida por un namero, por ejemplo, familia 13 que contiene inhibidores tipo Kunitz

(Bendre et al., 2018).
Clasificacién de Pls segun la proteasa
inhibida
l ‘ I l cistein l aspartil I l glutamil I Treonin
serin proteasas proteasas proteasas proteasas proteasas Metaloproteasas

Inhibidores tipo Kunitz Fitocistatinas
Inhibidores tipo Kazal Serpins
Inhibidor de tripsina Stefins

Inhibidores de la familia IAPs
Bowman-Birk

Inhibidores de la familia Barley

Familia de inhibidores de papa |
Familia de inhibidores de papa Il
Familia de serpines

Familia de inhibidores de la
calabaza

Familia de inhibidores de la
tripsina del maiz.

Figura 3. Clasificacion de los inhibidores de proteasas segun el tipo de proteasa que
inhiben. Tomado de Shamsi, Parveen, & Fatima et al., 2016.
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Los inhibidores de serin proteasas se agrupan segin su mecanismo de accion en canénicos,
no canonicos y serpinas. Los inhibidores no candnicos se unen al sitio activo de la proteasa
a través de su segmento N-terminal y pueden presentar dos areas de interaccion. Ademas,
éstos interactuan con la proteasa de manera fuerte y especifica. Las serpinas actlan
mediante la formacion de un complejo intermediario covalente tetraédrico acil-enzima
irreversible y el inhibidor presenta importantes cambios conformacionales con la proteasa
(Krowarsch et al., 2003).

Los inhibidores canonicos representan el mayor grupo de inhibidores de serin proteasas.
Estos interaccionan con sus proteasas diana mediante un mecanismo estandar de inhibicion
(Otlewski et al., 2005). Para describir la interaccion entre un inhibidor y una proteasa se
emplea una nomenclatura especifica de los aminoacidos involucrados. Este sistema usa la
letra S para los residuos que se encuentran en el sitio activo de la proteasa, y la letra P para
los aminodcidos del sitio de union en el inhibidor. La nomenclatura P y P” se utiliza segin
la posicion de los amino&cidos, en el lado amino (P) o carboxilo terminal (P’) Figura 4
(Paiva et al., 2013).

Catalytic
Residues

Figura 4 . Diagrama del sitio activo de una proteasa. Interaccion entre las cadenas laterales
de los aminoacidos (P) de un inhibidor o sustrato y el subsitio (S) del sitio activo de la
proteasa. El residuo localizado en la posicion P1 usualmente determina la especificidad de
la enzima y la del inhibidor, ademas le confiere al inhibidor su resistencia a la hidrolisis.
(Farady & Craik, 2010)

El mecanismo estandar de inhibicion para los inhibidores canoénicos comprende la
interaccién entre la enzima y el inhibidor, que puede ser explicada como una reaccion de

hidrolisis del enlace peptidico de la proteasa con su sustrato.
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kon N koff* N *
E+l Bl E+

off on

Donde E es la proteasa, | corresponde al inhibidor, I* es el inhibidor liberado del sitio
activo de la proteasa, ya sea con su estructura completa o con la perdida de algunos
peptidos, EI es el complejo estable, koy ¥ kon. SON las constantes de velocidad de union

de segundo orden, Korr, korr. SON las constantes de velocidad de liberacion primer orden

del complejo (Krowarsch et al., 2003).

El inhibidor se une a la proteasa a través de un asa de union, la cual es complementaria al
sitio activo. Las asas de unién de diferentes inhibidores adoptan una llamada conformacién
canonica. El asa sirve como un simple motivo de reconocimiento, la cual depende de la
secuencia de amino&cidos y es capaz de bloquear fuerte y especificamente el sitio activo de
una enzima particular. Los efectos en la energia de asociacion casi siempre involucran el
residuo P1 (sistema de numeracion de Schechter and Berger), el cual esté localizado en el
centro del asa y es reconocido por el motivo de especificidad S1 de la proteasa. El asa de
unién a la enzima representa un modelo para estudiar diferentes aspectos de la

conformacién y reconocimiento del enlace proteina-proteina (Apostoluk & Otlewski, 1998)

Los inhibidores candnicos son tradicionalmente vistos como ejemplos clasicos de
mecanismos de inhibicion tipo “llave y bloqueo™”, en el cual el inhibidor libre puede ser
rigido; no obstante, la formacion del complejo da lugar a cambios conformacionales en el
inhibidor. _Esta idea se basa en el analisis de diversas diferencias en las estructuras
cristalinas, tanto del inhibidor en su forma individual, como del complejo con las serin
proteasas. Sin embargo, estudios de resonancia magnética nuclear han revelado que el sitio
de interaccion del inhibidor de proteasas candnico en complejo con la enzima es flexible en
una escala de nanosegundos, lo que podria contradecir el modelo rigido de llave-blogqueo
ampliamente aceptado para este tipo de inhibidores (Gaspari et al., 2009).

Originalmente Laskowski y Kato (Laskowski & Kato, 1980) propusieron una clasificacion

para los inhibidores candnicos, basandose principalmente en sus puentes disulfuros, su
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topografia, la localizacién del sitio de unién y la homologia en la secuencia, pudiéndose
clasificar a 8 familias. Actualmente son reconocidas 18 familias de inhibidores.
Frecuentemente comprenden elementos de estructuras secundarias como: laminas beta o
una mezcla de elementos de estructura secundaria alfa/beta; también pueden ser proteinas
a-helicoidales o proteinas intrinsecamente desordenadas ricas en puentes disulfuro. Los
inhibidores candnicos, se caracterizan porque son un ejemplo de la evolucion de proteinas,
pues tanto su funcion como el asa de unién canonico, se han conservado a través de la
evolucion, sin importar que no compartan una identidad en su secuencia, topografia y

localizacion del sitio de union (Krowarsch et al., 2003).

Recientemente, los inhibidores de proteasas han sido de gran interés debido a su alta
capacidad para prevenir la carcinogénesis. De hecho, se ha reportado que los inhibidores de
serin proteasas de la papa y otras plantas tienen efectos inhibitorios en el crecimiento de
células tumorales (Young et al., 2009). Para que los inhibidores de proteasas puedan usarse
en humanos deben tener una alta especificidad a la proteasa objetivo, no deben ser toxicos y
ademas su mecanismo de accion no debe afectar las otras rutas metabdlicas en los que la
funcién de las proteasas sea vital para el correcto funcionamiento del cuerpo. Muchos
inhibidores de proteasas no toxicos se han obtenido de plantas o bacterias, éstos se han
purificado de semillas de cebada, hojas de repollo, entre otros. Se ha reportado que
inhibidores de la familia de la papa, inhiben eficientemente las proteasas fecales humanas,

lo que podria ser Gtil para el tratamiento de la dermatitis perianal (Young et al., 2009).

1.2 Serin-proteasas

Las enzimas proteoliticas actian como catalizadores que rompen enlaces peptidicos, los
cuales favorecen o no procesos biolégicos en los organismos (Hernandez et al., 2010).
Acorde con la base de datos MEROPS (http://merops. sanger.ac.uk/index.htm), las
proteasas estan clasificadas por su estructura y evolucion. Actualmente son 244 familias y
55 clanes denominadas de la siguiente manera; serin-proteasas, treonin proteasas, cistein
proteasas, aspartil proteasas, glutamil proteasa y metaloproteasas (Manzano et al.,2017).

Las serin y cistein-proteasas forman un complejo covalente sustrato-enzima, mientras que
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las aspartil y metaloproteasas no lo forman. Las primeras tienen un residuo nucleofilico en
su sitio catalitico que ataca el grupo carbonilo del enlace peptidico, mientras que las aspartil
y metaloproteasas se involucran en reacciones &cido-base en presencia de una molécula de
agua (Bendre et al., 2018)

Casi un tercio de todas las proteasas se pueden clasificar como proteasas serinicas, llamadas
asi porque en su triada catalitica se encuentra un residuo de serina nucleofilo. La triada
catalitica de las proteasas serinicas consta de: histidina, aspartico y serina (Figura 5). Esta
ultima se puede encontrar en al menos cuatro contextos estructurales diferentes, lo que
indica, que esta maquinaria catalitica ha evolucionado de diversas maneras (Hedstrom,
2002).

A

His-57

2 i Ser-195

Figura 5. Diagramas de listdn mostrando la triada catalitica en (A) subtilisina Carslberg
PDB ID:1AF4 y en (B) quimotripisina PDB ID: 1ICBW.

Cerca de 46 familias de serin-proteasas han sido identificadas y clasificadas segin sus
similitudes funcionales y estructurales, 5 de estas familias son las mas importantes;
qguimotripsina, subtilisina, carboxipeptidasa, Clp (proteasas dependientes de ATP) y
sedolisin-proteasas. La familia subtilisina consta de seis subfamilias que se clasifican de
acuerdo con su funcion y origen. El término subtilasas abarca proteasas de todas las
subfamilias, mientras que la subtilisina se refiere solamente a las subtilisinas bacterianas.
Las subtilisinas se encuentran en las arqueobacterias, eubacterias, células eucariotas y virus
(Van de Ven et al., 1993).
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1.5 Mecanismo de accion de las serin proteasas

El mecanismo por el cual las serin proteasas catalizan el rompimiento del enlace amida
comienza con la union al sustrato y la desprotonacién del grupo hidroxilo de la serina por
parte de la histidina (Bryan, 2000). La union del sustrato en el sitio activo forma un
complejo de Michaelis, exponiendo el grupo carbonilo del enlace amida a un ataque
nucleofilico por parte del hidroxilo de la serina catalitica, en medio basico generado por el
imidazol de la histidina (Figura 6) (Mansilla et al., 2012).

El intermediario tetraédrico formado presenta una carga negativa en el atomo de oxigeno
del grupo carbonilo. Esta carga es estabilizada por la formacion de enlaces de hidrogeno
con los grupos NH de los residuos de la cadena principal y con la cadena lateral de una
asparagina. La reaccion continua con la transferencia de un proton de la histidina cargada
positivamente, actuando ahora como un acido frente al nitrégeno del enlace peptidico,
formando una amina protonada. La carga negativa del oxigeno en el enlace peptidico forma
un intermediario acilo-enzima maés estable. La histidina actia como una base, después de
haberse removido un protén y lleva a cabo el ataque nucleofilico al carbono del grupo
carbonilo en el intermediario acilo, El colapso del intermedio tetraédrico se asocia con la
donacion de un protén de la histidina al oxigeno de la serina y la liberacion del fragmento

del péptido y restaura la enzima a su estado original. (Gamble et al., 2011)

Triada Sustrato
catalitica R,

T—@

[ ]

Tz =z L@
gl

T

Intermediario tetraédrico
Segundo estado de transiciéon Intermediario acil-enzima

Pd
# H0

-

OH

z-I—@
¥
[ ]

Enzima libre

Intermediario tetraédrico
Segundo estado de transicién

Figura 6 . Mecanismo de accion de las serin proteasas (Hernandez et al., 2010)
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1.6 Generalidades de la subtilisinas

Las subtilisinas o subtilasas son una familia de serin proteasas, extracelulares y alcalinas
que estan presentes en muchos organismos, principalmente en plantas (subtilasas) y
bacterias (subtilisinas) y eucariotas superiores. Estas proteinas estan involucradas en varias
funciones bioldgicas de las plantas, por ejemplo: el desarrollo de frutos y semillas,
modificaciones de la pared celular, factores de crecimiento y desarrollar una respuesta el

estrés abidtico y biotico de las plantas (Figueiredo et al., 2017).

La secuencia de aminoacidos de las subtilisinas Carlsberg y BPN' fueron determinadas por
Emil L Smith en 1966 (Smith, 1966) y luego en 1969 se determind la estructura
tridimensional de la subtilisina BPN’ (Wright Shubert, 1969). La subtilisina Carlsberg
consta de una sola cadena polipeptidica de 274 aminoacidos. La identidad de estas dos
proteasas, la subtilisina Carlsberg y la BPN’ fue demostrada con estudios enzimaticos,
estudios de secuenciacion y cristalografia de rayos X (Svendsen, 1976).

El nombre de subtilisina se deriva del nombre de la bacteria que se obtiene, Bacillus
subtilis. Segun la clasificacion MEROPS, las subtilisinas se clasifican dentro del clan SB,
familia S8, y subfamilia S8A (Rawlings & Salvesen, 2013). La familia S8 es la segunda
familia mas grande dentro de las serin proteasas, las cuales presentan una secuencia
conservada y se divide en dos subfamilias de subtilisinas, la subfamilia S8A, encabezada
por la subtilisina (S8.001) y la subfamilia S8B, liderada por la kexina (S08.070) (Rawlings
et al., 2007).

La mayoria de los miembros de la familia de peptidasas S8, son endopetidasas. Estos son
activos a pH a neutro 0 a un pH ligeramente alcalino. Muchas de estas endopetidasas son
termoestables y por lo tanto tienen varias aplicaciones. Las subtilisinas son generalmente
inhibidas por moléculas como: fluorofosfato de diisopropilo y fluoruro de
fenilmetanosulfonio, entre otros. La estructura terciaria de la subtilisina S8 ha sido
determinada en diversas condiciones y consiste en un plegamiento alfa/beta que contiene

una hoja beta paralela de siete hebras (Figura 7) (Polaina & MacCabe, 2007).
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Figura 7. Diagrama de listones de la subtilisina Carlsberg. En la imagen de la derecha
se muestra de manera ampliada la triada catalitica (Ser, Asp, His) en subtilisina Carlsberg.
PDB ID: 1AF4

1.7. Interacciones en los complejos inhibidor-serin proteasa

Muchas de las interacciones proteina-proteina dan lugar a complejos transitorios, de manera
que la asociacion y disociacion son procesos continuos. La naturaleza quimica de los
aminoacidos involucrados en la formacién de estos complejos transitorios es muy
importante. Se ha comprobado que la mutacion de dichos residuos compromete la afinidad
de la interaccion entre las proteinas involucradas, debido a que estos contribuyen a la
energia de estabilizacion del complejo y a los denominados “hot spots™ o puntos
importantes de afinidad; sin embargo, aln no esta clara la contribucion de cada residuo en
los sitios de union, por lo que el estudio biofisico-estructural de los complejos proteina-

proteina resulta de gran interés en la actualidad (Jayashree et al., 2019).

Para determinar la energia de interaccién y la afinidad entre una proteasa y un inhibidor se
utilizan varias técnicas. El calor liberado o absorbido en un sistema proteasa-inhibidor es el
resultado de varios eventos simultdneos que conducen a una respuesta global de
interaccion. La calorimetria de titulacion isotéermica (ITC) pone de manifiesto interacciones
intermoleculares de indudable interés bioquimico como las asociaciones proteina-ligando,
proteina-proteina y proteina-ADN/ARN. Si el efecto térmico neto de la interaccién es lo
suficientemente grande se puede caracterizar inequivocamente la termodinamica de un

proceso de interaccion (Miranda de la Rosa et al, 2015).
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Por otra parte, la interferometria de biocapa (BLI) es una técnica que mide las interacciones
entre proteinas y otras biomoléculas en tiempo real. La técnica consiste en la
inmovilizacion de un ligando a la punta de un biosensor que interacciona con una matriz en
solucion. La interaccion entre el ligando inmovilizado y la molécula en solucién produce un
aumento en el grosor de la punta del biosensor que produce un cambio en la densidad

Optica, y por lo tanto en la longitud de onda (Sultana & Lee, 2015).

Desde el punto de vista quimico y estructural, el estudio de complejos proteina-proteina,
contribuye a la identificacion del tipo de interacciones que se presentan en el sitio de union.
Técnicas como la cristalografia de proteinas, la resonancia magnética nuclear y la
criomicroscopia electrénica han sido determinantes en el estudio de complejos proteicos.

Por ejemplo, la estructura cristalografica del complejo greglina (inhibidor de proteasas) y la
subtilisina Carlsberg revelé que este inhibidor se estabiliza por cuatro puentes disulfuro y el
sitio de union a la enzima es un asa que se estabiliza mediante 10 puentes de hidrégeno, de
manera similar a la uniéon que se presenta con su sustrato. Los autores sugieren que la
formacion del complejo se debe a una combinacion de modificaciones post-traduccionales,
esencialmente fosforilaciones que le permiten tener una actividad bioldgica especifica.
(Derache et al., 2012). En otro estudio cristalografico se determiné la estructura del
complejo entre el inhibidor eglina de sanguijuelas con la subtilisina Carlsberg. En la
estructura se observa que la eglina C tiene forma de disco, con el sitio de union a proteasa

en un asa. Esta asa encaja dentro del sitio activo de la proteasa (McPhalen et al.,1985).

Los inhibidores de serin proteasas de la especie H. brasiliensis han sido recientemente
estudiados y aun se desconoce aspectos estructurales, bioquimicos y su mecanismo de
inhibicién. En estudios previos se logro identificar un posible inhibidor de serin proteasas
extracelular (25 kDa) en un extracto celular y se determind el efecto de éste en el
crecimiento de hongos (Phytophthora palmivora). Ademas, el extracto presentaba una
fuerte actividad inhibitoria contra subtilisina A, pero no frente a tripsina, quimotripisina y
papaina. Ademas, reportan que es termo resistente y estable en un rango de pH de 2-10.
(Bunyatang et al.,2012).
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Otros tres isoinhibidores han sido aislados y purificados del suero C de la especie H.
brasiliensis: HPI-1, HPI-2a, HPI1-2b con masas moleculares de 14.9 kDa, 7.8 kDa y 7.6.
Estos tres isoinhibidores tienen una alta identidad en su secuencia de aminoacidos, pero
difieren en su masa molecular. Los autores proponen que esta variacion en la masa
molecular se deben a dos posibles modificaciones postraduccionales, glutationalizacion y
otra modificacion adn sin identificar Al comparar la secuencia de aminoacidos entre los
isoinhibidores de H. brasiliensis y los reportados la base de datos MEROPS, se mostro que
comparten de un 33% a un 55% de identidad con los miembros de la familia | de
inhibidores de la papa (Sritanyarat et al., 2006).

Previamente en nuestro laboratorio se realizo la caracterizacion bioquimica del inhibidor de
serin proteasas Hev b 15 (Terron Hernandez, 2017). En este estudio se expreso y purifico al
inhibidor recombinante rHPI y se evalué su actividad inhibitoria frente a tripsina,
quimotripsina y subtilisina Carlsberg, usando N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
(SAAPF pNA) como sustrato, confirmando su actividad solo frente a subtilisina e
inhibiendo débilmente a tripsina. En cuanto a la estabilidad térmica de rHPI seguida por
Dicroismo Circular y Fluorometria diferencial de barrido, se determind que es
extremadamente resistente a la desnaturalizacién en un rango de 25 °C a 95 °C en un
intervalo de pH 5.8 a 11. Finalmente se obtuvieron cristales del inhibidor recombinante; sin
embargo, aun no se ha determinado la estructura tridimensional. Por lo tanto, con el fin de
darle continuacion al estudio de rHPI, éste trabajo se enfoco en el analisis de la interaccién
del inhibidor frente a la subtilisina Carlsberg. El inhibidor rHPI podria ser usado como
agente de control de plagas en la agricultura, conservante en la industria alimentaria 0 como
aditivo en la industria de detergentes que controle la auto hidrolisis de la proteasa gracias a

su alta resistencia a la desnaturalizacion.
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2. JUSTIFICACION

Las proteasas estan involucradas en diversos procesos bioguimicos, naturales e industriales,
por lo que su uso en la industria biotecnoldgica ha crecido casi exponencialmente. Un
ejemplo de esto es el uso de proteasas como aditivos en detergentes para aumentar las
cualidades del producto o como preservantes en la industria alimentaria. Sin embargo, éstas
deben ser reguladas de manera eficaz y es ahi donde el papel de los inhibidores toma

importancia.

Los inhibidores de serin proteasas presentes en el latex de Hevea brasiliensis han sido
pobremente caracterizados y son pocos los estudios bioquimicos de los mismos. Se ha
reportado que este tipo de moléculas estan involucradas en los mecanismos de defensa de la
planta cuando ésta es sometida a dafios mecéanicos, ataque de patdgenos e insectos e
inclusive cuando es expuesta a cambios ambientales. Al propiciar la formacion de un
complejo entre el inhibidor de H. brasiliensis y la subtilisina obtendriamos informacion
sobre la afinidad y el tipo de interaccion que se presenta con esta proteasa, la cual esta
presente en organismos patdgenos. Este trabajo proporcionara datos termodindmicos sobre
el tipo de unién que se presenta entre el inhibidor rHPI y la subtilisina Carlsberg; asi como,
las constantes de velocidad de union y liberacion obtenidas mediante interferometria de

biocapa.
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3. HIPOTESIS

El inhibidor (rHPI) del arbol del hule H. brasiliensis interacciona molecularmente con las
serin proteasas del tipo de la subtilisina Carlsberg formando un complejo inhibidor-enzima
estable, y cuya interaccion, que puede ser cuantificable mediante técnicas de
interferometria de biocapa y calorimetria de titulacion isotérmica, presenta una constante de

afinidad cercana a las obtenidas para otros inhibidores de proteasas serinicas de plantas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar la interaccion molecular entre el inhibidor de serin proteasas rHPI de H

brasiliensis y la subtilisina Carlsberg.

4.2 Obijetivos especificos

Identificar al inhibidor de serin proteasas HPI a partir del latex del arbol del hule H

brasiliensis, y caracterizarlo por espectrometria de masas MALDI-TOF.

e Sobre-expresar el gen de rHPI y purificar a la proteina recombinante.

e Determinar la actividad inhibitoria del inhibidor HPI enddgeno y recombinante
sobre subtilisina Carlsberg.

e Evaluar la interaccion entre el inhibidor de serin proteasas rHPI de H brasiliensis y
la subtilisina Carlsberg, mediante técnicas como interferometria de biocapa (BLI) y
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).

e Intentar cristalizar el complejo rHPI-subtilisina. En caso de obtener cristales
adecuados, determinar la estructura tridimensional del inhibidor de serin proteasas,

en complejo con la subtilisina Carlsberg, mediante técnicas de difraccion de rayos X
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5. METODOLOGIA

5.1 Identificacion del inhibidor de serin-proteasas Hev b 15 a partir del suero
citoplasmatico del latex de H.brasiliensis

Con el fin caracterizar al inhibidor endégeno HPI (como alérgeno Hev b 15), se realiz6 la
colecta del latex de arboles de las clonas GV-42 y IAN-710 en el campo experimental “El
Palmar” ubicado en Tezonapa, Veracruz. El latex se centrifugd a 103,000 x g por 45
minutos, lograndose tres fracciones (Figura 2B). La primera fase corresponde al hule (A), la
segunda fase, denominada suero C o fraccion sérica, contiene al citosol de las células
laticiferas en el que predominan proteinas hidrosolubles, la dGltima fraccion, llamada basal o
suero B contiene a los lutoides o vacuolas. La fraccion sérica (110 mL) se centrifugoé por 40
minutos a 103,000 x g agregando PBS (Phosphate-buffered saline) (pH 8.0) a la muestra en
una relacion (3:1) para evitar la formacion de hule y una mejor extraccion de proteinas.
Posteriormente se realizd una precipitacion fraccionada de proteinas a 4 °C usando sulfato
de amonio (NH,),S0, para llevar la solucion a diferentes porcentajes: de 0-65% y de 65-
100%. Estas soluciones se centrifugaron y a los precipitados se les denomind (A) y (B)
respectivamente. Estos precipitados se disolvieron en un amortiguador de fosfatos como se
describe en la seccion 5.1.1.

Con el fin de evaluar que fraccion contenia al inhibidor se utiliz6 a la subtilisina Carlsberg
(Sigma Aldrich) de Bacillus licheniformis y al N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p nitroanilida
(Suc-AAPF-pNA) como sustrato. Los experimentos se realizaron a una temperatura de
25°C y se registro la liberacion del grupo p-nitroanilida por la accion de la subtilisina a una
longitud de onda de 412 nm utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-1800. La
muestra fue preincubada por 15 minutos usando una concentracién de 7 nM de subtilisina
Carlsberg y una concentracion de proteina total de 500 ug/mL de cada precipitado A y B.
Después de este tiempo, se adicioné 0.5 mM de sustrato para un volumen final de 2 mL. El
tiempo de reaccion con el sustrato fue de 10 min, e inmediatamente se realizd la
cuantificacion del grupo p-nitroanilida a una longitud de onda de 412 nm.

Se usaron un control positivo y dos negativos. Como control positivo se usé solo a la

proteasa reaccionando con el sustrato, mientras que los dos controles negativos se
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realizaron de la siguiente manera, en uno de ellos usando solo al sustrato con el
amortiguador de fosfatos 20 mM pH 8.0 y en el otro, se usé al inhibidor de proteasas
recombinante HPIl a una concentracién final de 100 nM. Los controles positivos se
consideraron como el 100% de la actividad producida por la proteasa en funcion del
tiempo. Acorde con lo publicado por (Bunyatang et al., 2012) la que se utilizd para el

calculo del porcentaje de inhibicion fue:

Ayqp proteasa—(Agipmuestra—Ayblanco)

x 100

Porcentaje de inhibiciéon =
Ayq proteasa

Donde: A412 Proteasa= Absorbancia obtenida de la subtilisina Carlsberg.
As12 muestra= Absorbancia obtenida de la muestra (A 'y B).

Au12 blanco= Absorbancia obtenida del amortiguador de fosfatos.

5.1.1 Evaluacion de la actividad inhibitoria del precipitado (A), obtenido después de la
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio, (0-65%) e identificacion del
inhibidor HPI (Hev b 15)

El boton de la precipitacion con sulfato de amonio de 0-65%, precipitado (A), que se
obtuvo a partir del sobrenadante de la fraccion sérica, se re-suspendié en amortiguador de
fosfatos 20 mM, NaCl 20 mM pH 8.0 y posteriormente se dializéd contra el mismo
amortiguador utilizando una membrana Spectra/Por RC, MWCO 3.5 kDa, para eliminar el
sulfato de amonio. El volumen total de amortiguador utilizado fue de 2 litros con varios
recambios en intervalos de 4 horas, por 16 horas a 4 °C.

El extracto dializado se aplicé a una columna de exclusion molecular, en un equipo de
cromatografia de alta eficiencia (HPLC) Hewlett Packard Serie 1100. La columna Bio Sec
3-150 A se equilibr6 con amortiguador de fosfatos 20 mM, NaCl 200 mM pH 8.0
(Amortiguador A). La separacion de las fracciones se realizé a un flujo de 1.0 mL/min
usando el amortiguador A como eluyente. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante
un gel de electroforesis SDS PAGE 15% Yy ensayos de actividad inhibitoria. Como segundo
paso de purificacion, las fracciones que presentaron la mayor actividad inhibitorias fueron
aplicadas en una columna de intercambio iénico (Mono Q 5/50 G/L), en un equipo GE
Amersham AKTA FPLC, previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM, NaCl 5 mM, pH
8.0, a un flujo de 0.5 mL/min bajo un gradiente de NaCl (5 mM-1M). Las fracciones
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obtenidas se analizaron mediante ensayos de inhibicion de subtilisina Carlsberg, gel de
electroforesis SDS-PAGE al 15% Yy espectrometria de masas MALDI-TOF.

5.1.2 Evaluacién de la actividad inhibitoria del precipitado B, obtenido después de la
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio (65-100 %) e identificacion del
inhibidor Hev b 15

El precipitado (B), es decir el boton de precipitacion de (65-100%) con sulfato de amonio,
fue dializado en un amortiguador de Tris-HCI 20 mM, NaCl 5 mM, pH 8.0 (Amortiguador
B) usando una membrana de dialisis Spectra/Por® RC, MWCO 3.5 kDa, con diferentes
recambios por 16 horas. Las muestras fueron aplicadas a una columna de intercambio
anionico (Mono Q 5/50 G/L) acoplada a un equipo de FPLC. Esta se equilibro usando el
amortiguador By la separacion del precipitado (B) se llevé a cabo usando un gradiente de
concentracion de cloruro de sodio de 5 mM a 1M, con un flujo de 0.5 mL/min. Se
colectaron y etiquetaron las fracciones eluidas en la columna. Después, mediante geles de
electroforesis SDS PAGE al 15 % y ensayos de actividad inhibitoria se evalud la presencia
de la proteina objetivo en cada una de ellas. Con el fin de alcanzar una mayor pureza en la
fraccion eluida, ésta se aplicd a una columna de exclusiébn molecular (Superdex S75
10/300) acoplada a un equipo GE Amersham AKTA FPLC usando como fase movil Tris-
HCI 20 mM, NaCl 200 mM, pH de 8.0, a un flujo de 0.5 mL/min. Nuevamente se realiz el
seguimiento del inhibidor Hev b15 mediante un gel de electroforesis SDS PAGE al 15% y
ensayos de inhibicion.

5.2 Sobreexpresion y purificacion del inhibidor de serin proteasas rHPI

Previamente en nuestro laboratorio se sintetizd el gen a partir de la secuencia depositada en
la base de datos del GenBank (No. Acceso DQ306763.1) correspondiente al inhibidor de
serin-proteasas rHPI (Terron Hernandez, 2017), para este trabajo se usé la misma
construccion y vector. La construccion del vector de sobreexpresion pET28a se muestra en
la Figura 8, la region codificante fue clonada entre los sitios de clonacion Ndel-Hindlll
(GenScript) (cuadro verde). La etiqueta de histidinas se une en el extremo amino terminal

del inhibidor y la construccion se localiza rio arriba del sitio de clonacion Ndel. El sitio de
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corte de la proteasa TEV (cuadro rojo) se ubica entre la etiqueta de histidina y el sitio de
clonacion Ndel. Las células competentes de E. coli Rosseta se transformaron con la

construccion HPI_Pet-28a_His6, para expresar la proteina de estudio.

QE‘T_uzst-x%l:fnmxr #69214-3 T7promf)|er T3 rhs_
s ok ah ko 4 o
o= _Saly_ Hind i %ﬁ His<Tag :
S_p_m!OZI o = 17 terminator i = e
T7 lerminator primer #69337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region
16 28 E1t 4B ce
MASQCPVKNS WPELVGTNGD IAAGITQTEM ANVKAIVVKE GLPITQDLNF

608 FL
NRVRVFVDEN RVWTOVPAIG

Figura 8. Sitio de clonacion del vector HPI_pET-28-a y secuencia de aminoacidos del
inhibidor rHPI Imagen tomada de Terrén Hernandez, 2017

Para el crecimiento de las células competentes se utilizé medio Luria Bertani (LB), y los
antibidticos kanamicina y cloranfenicol. El pre-in6culo (25 mL) se dejé toda la noche
incubando a una temperatura de 37 °C y con una agitacién de 200 rpm. La sobreexpresion
se llevé a cabo hasta alcanzar una absorbancia de 0.6 a una longitud de onda de 600 nm
(OD)600 '

Para la induccion se utilizé isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una
concentracion de 0.5 mM por 4 horas a 37 °C en agitacion constante. El boton celular se re-
suspendié en amortiguador de lisis, fosfatos 20 mM, pH 8.0 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonio (PMSF) y 1 mM ditioteitrol DTT. Las células se lisaron por sonicacion,

y posteriormente se centrifugd durante 40 minutos a 14,000 rpm, 4° C). El sobrenadante se
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filtré usando una membrana Millipore de 0.22 uM vy se aplico a una columna de afinidad a
Ni2* His Trap (Invitrogen) de 5 mL, acoplada a un equipo FPLC AKTA Start y equilibrada
con amortiguador fosfatos 20 mM, pH 8.0, a un flujo de 1 mL/min. La separacion de la
muestra se realizd con un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM. EI corte de etiqueta de
histidinas para el inhibidor rHPI se realiz6 mediante una reaccion proteolitica con la
proteasa del virus del tabaco (TEV por sus siglas en inglés Tabacco Etch Virus). La
reaccion de corte se llevo a cabo por 24 horas, a una temperatura de 4 °C con una solucion
amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH 8. La muestra digerida nuevamente se aplicé a la
columna de afinidad a niquel con el fin de remover el exceso de la proteasa TEV, ya que
gracias a su propia etiqueta de His, se adhiere a la resina de la columna de Ni?*.

Como ultimo paso de purificacion, se usé una columna de intercambio aniénico Mono Q
(Healthcare, Piscatawat, NJ, USA), usando el mismo amortiguador de fosfatos para
equilibrarla. Las fracciones se eluyeron con un gradiente de NaCl (0-1 M) a un flujo de 1
mL/min, la elucion del inhibidor de serin proteasas rHPI se evalu6 mediante electroforesis
en gel SDS-PAGE al 15% , ensayos de actividad inhibitoria frente a subtilisina Carlsberg
(Ver apartado 6.1) y por espectrometria de masas MALDI-TOF (Terrén Hernandez, 2017).

5.4 Formacion y purificacién del complejo subtilisina Carlsberg e inhibidor rHPI

Para la preparacion del complejo se uso el liofilizado de subtilisina Carlsberg comercial de
Sigma. La proteasa fue reconstituida en amortiguador de fosfatos 20 mM, 150 mM NacCl,
pH 6.0 (amortiguador C) y purificada por cromatografia de exclusion molecular en una
columna Superdex 75 10/300 acoplada a un equipo GE Amersham AKTA FPLC
empledndose como fase movil el amortiguador C. Su concentracién fue determinada a una
longitud de onda (280 nm), con el coeficiente de extincion molar de 23,610 M~tcm™ty
para el inhibidor rHPI, se usé el coeficiente de extincién molar de 5,500 M~1cm~1 ambos
coeficientes calculados con la herramienta ProtParam. El complejo inhibidor rHPI-
subtilisina Carlsberg se formo en una relacion (1.2:1), con un exceso de inhibidor. La
mezcla se incub6 por 24 horas, en agitacion suave, a 4 °C.

Posteriormente el complejo fue aplicado a la misma columna exclusion molecular Superdex

75 10 /300 siguiendo la metodologia propuesta por (Horn R & Ramaswamy, 2003). La

28




linea base se alcanzo usando el amortiguador C, con un flujo de 0.5 mL/min. Las fracciones

obtenidas fueron concentradas y analizadas por espectrometria de masas MALDI-TOF.

5.5 Espectrometria de masas

El anélisis de masas se realizé usando espectrometria de masas MALDI-TOF (Matriz
Assisted Laser Desorption/ lonization-time of flight), en un equipo Microflex Bruker
Daltonics. Cada una de las fracciones obtenidas en los diferentes pasos de purificacion se
Ilevaron a concentraciones entre 1 y 3 mg/mL, utilizando como matriz el &cido sinapinico
en 30% acetonitrilo/ 70 % agua/ 0.1% TFA. Las masas se determinaron usando diferentes
controles de acuerdo con el rango de masas esperado. Estos controles son proteinas con una
masa estandarizada, las cuales deben tener valores por arriba o debajo de la masa esperada.
Los controles utilizados fueron; melitina (2,849 Da); citocromo C (13,000 Da); mioglobina
(17,183 Da) y albumina de suero bovino (66,382 Da).

5.6 Cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se llevaron a cabo usando el método de difusion en fase vapor
en la modalidad de gota colgante, a 18 °C con los kits comerciales; Crystal Screen 1 y Il y
additive screen de Hampton Research (98 condiciones diferentes). Cada una de las
fracciones obtenidas en el paso de purificacion del complejo inhibidor de proteasas y
subtilisina Carlsberg se dializaron contra un amortiguador 20 mM Bis-Tris pH: 6.5 y se

llevaron a una concentracion de 3.06 mg/mL; 6.73 mg/mL y 10.03 mg/mL.

5.7. Ensayo de interaccion con interferometria de biocapa (BLI)

La interferometria de biocapa (BLI) es una técnica que mide los cambios en un patrén de
interferencia generado por la luz visible reflejada desde una capa Optica y una biocapa que
contiene las proteinas de interés. Su principio fisico se basa en monitorear la luz visible
reflejada desde dos superficies en el biosensor. Por lo tanto, una proteina se fija al
biosensor objetivo, y este se transfiere a un pozo en donde se encuentra el ligando o

molécula de union. Si se produce una union el equipo compara la sefial obtenida con la
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proteina, versus la respuesta obtenida sélo con amortiguador. Por lo tanto, detecta un
cambio de la longitud de onda para el patrén de interferencia (Wartchow et al.,2011). La
tecnologia del sistema equipo Octet (TheOctet® System (FortéBio, Inc., Menlo Park, CA)
permite el analisis de interacciones como: Proteina-proteina, proteina-ligando, anticuerpo-
antigeno, entre otros. Existen diversos tipos de biosensores los cuales son elegidos teniendo

en cuenta las afinidades de la proteina objetivo.

Para este ensayo se utilizaron los biosensores con amina de segunda generacion (ARG2), y
siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante (Technical Note 26 FortéBio), el ensayo
se realiz6 usando amortiguador de acetato de sodio 10 mM, pH de 6.0 (Amortiguador D).
Para la activacion de los biosensores se usé 1-etil-3-[3 dimetilaminopropil] hidrocloruro de
carbodiimida (EDC) y N-hidroxisulfosuccinimida (s-NHS), éstos generan ésteres de NHS
altamente reactivos. Los ésteres reaccionan rapidamente con las aminas primarias de
biomoléculas como las proteinas o péptidos y forman enlaces amida altamente estables. La
reaccion se detiene con etanolamina (pH:8.5). La subtilisina Carlsberg fue inmovilizada en
una concentracion de 12 uM y se evalud su interaccion con el inhibidor usando seis
concentraciones diferentes de inhibidor (rHPI) (14.4; 7.2; 3.6; 1.8; 0.9 y 0.45 uM) teniendo

en cuenta que la concentracion debe ser 10 veces mayor a la Kq esperada.

En primer lugar, los biosensores fueron equilibrados con agua por 60 seg. La activacion de
los biosensores se realizd con EDC durante 400 seg, seguido de la inmovilizacién de la
subtilisina Carlsberg por 1000 seg. El paso nimero 3, denominado “quenching” o
finalizacion de la interaccion se realizé por 300 seg y a continuacién se realiz6 un lavado
con agua por 60 seg. La linea base es nuevamente generada usando el (Amortiguador D)

por 100 seg.

Finalmente, los pasos de asociacion y disociacion con las diferentes concentraciones de
rHPI1 se realizaron durante 250 seg cada una. Los datos obtenidos son procesados en el
software FortéBio Data Acquisition. A partir de las mediciones cinéticas se calcula la
constante de velocidad de union (kon 0 ka) y la constante de liberacion (ko 0 kg). La

constante de disociacion Kp es calculada a partir de la relacion de (ka/ka) (Wallner,
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Gabriele, Jeschek, & Alexander, 2012). En la Figura 9, se muestra el esquema del ensayo y

los pozos utilizados.
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Figura 9. Diagrama esquematico del ensayo en la placa de 96 pozos. Distribucion del
ensayo de interferometria de biocapa usando biosensores ARG2 en un equipo Octet
(TheOctet® System (FortéBio, Inc., Menlo Park, CA)
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5.8 Ensayo de Calorimetria de Titulacion Isotérmica

La calorimetria de titulacion isotérmica se basa en una titulacion en tiempo real, en donde
el microcalorimetro busca conservar la misma temperatura en la celda de reaccion y en la
celda de referencia (agua) mientras que se agrega una determinada cantidad de ligando en
un intervalo de tiempo preestablecido. Por lo tanto, esta técnica no mide la variacion de la
temperatura, sino que se enfoca en la variacion del potencial que se debe aplicar para
conservar una temperatura determinada en el experimento (Leavitt & Freire, 2001). El
inhibidor rHPI se dializd usando una membrana Spectra/Por® Dyalisis Membrane Standard
MWCO 3.5 kDa por 24 horas a 4 °C, contra amortiguador de acetato de sodio 10 mM a un
pH 6.0. Se realizaron 4 recambios de amortiguador, cada recambio de seis horas. El Gltimo
recambio realizado de 500 mL se filtr6 usando una membrana 0.22 uM millipore y se usé
tanto para establecer la linea base en el equipo de calorimetria de titulacion isotérmica,
como para la preparacion de la subtilisina Carlsberg. El ensayo se realizd usando un
microcalorimetro VVP-1TCaoo instrument GE HealthCare a 20 °C, con una celda de muestra
de 250 pl.
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Para seguir la interaccion proteina-proteina en el calorimetro, la jeringa se cargo con 40 pL
del inhibidor rHPI a una concentracion de 180 uM determinada usando el coeficiente de
extincion molar de 5500 M-*cm™calculado con ProtParam a partir de la secuencia
aminoacidos. En la celda de muestra se introdujo a la subtilisina Carlsberg en una
concentracion de 24 uM (coeficiente de extincion molar 23,610 M-*cm™). Ambas
soluciones se desgasificaron previamente por 10 minutos. Las titulaciones se realizaron
usando un volumen de 3 pL del inhibidor por inyeccion, para un total de 13 puntos con un
intervalo de tiempo entre cada inyeccion de 180 segundos, en agitacion constante. Origin
7.0 se usoO para obtener los parametros calorimétricos a partir de la desconvolucion de los

13 puntos y la resta del calor de dilucién del inhibidor.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacién del inhibidor de serin-proteasas Hev bl15 a partir del suero
citoplasmatico del latex de H.brasiliensis

La presencia de proteinas con una significativa actividad inhibitoria contra la subtilisina
Carlsberg fue corroborada con ensayos espectrofotométricos, usando como sustrato al N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p  nitroanilida (Suc-AAPF-pNA) como se describe la
metodologia. A partir de mediciones a una longitud de onda de 412 nm, se confirmé que el
extracto de proteina total presentaba una actividad inhibitoria alta (99.6 %) antes de ser
precipitada con sulfato de amonio. A continuacion, se mostrara los resultados obtenidos

para las fracciones Ay B.

6.1.1 Evaluacion de la actividad inhibitoria en el precipitado (A) obtenido con sulfato
de amonio (0-65%b) e identificacion del inhibidor HPI (Hev b 15)

El porcentaje de inhibicion calculado para el precipitado con sulfato de amonio de (0-65%)
o precipitado (A) fue del 91.1 % para una concentracion de 500 pg/mL de proteina total. La
actividad proteolitica es medible gracias a la liberacidn del grupo p-nitroanilida del sustrato
N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p nitroanilida (Suc-AAPF-pNA) que produce una coloracion
amarilla. Como se observa en la Figura 10, la falta de coloracion en la muestra indica la
presunta presencia de una proteina inhibidora de serin proteasas en el precipitado (A). Sin
embargo, al analizar el extracto en un gel SDS-PAGE al 15%, no se observo la banda
correspondiente a la masa esperada (7.7 kDa) (Figura 10). Cabe resaltar que la informacion
sobre la purificacion de este inhibidor es muy escasa y por lo tanto se busco plantear una

metodologia alternativa.

Previamente en nuestro grupo de investigacion se intento el aislamiento de HPI a partir del
latex de H. brasiliensis siguiendo la metodologia propuesta por el grupo de Sritanyarat

(Sritanyarat et al., 2006); no obstante, no se logré obtener al inhibidor con la masa
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molecular de 7.7 kDa. A pesar de la posible ausencia de este inhibidor, pero con un
resultado positivo en cuanto a inhibicion de la proteasa, se realizaron dos pasos adicionales
de purificacion usando cromatografia de exclusion molecular y cromatografia por

intercambio ionico.

Figura 10. (A) Electroforesis SDS-PAGE al 15% de la precipitacion A. (B), Ensayo de
actividad inhibitoria de la precipitacion (A) con sulfato de amonio (0-65%0). Se uso
como sustrato N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p nitroanilida (Suc-AAPF-pNA). (A) control
positivo, (B) control negativo, (C) y (D) Ensayo realizado con 500 ug/mL de proteina total.

Perfil cromatografico del precipitado (A) con sulfato de
amonio (0-65%)
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Figura 11. Perfil de elucion del precipitado (A) usando una columna de exclusion
molecular BIO SEC 3-150 A equilibrada con amortiguador fosfatos 20 mM, NaCl 200 mM,
pH 8.0.
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Como se puede observar en la Figura 11, se obtuvieron 4 fracciones con diferentes tiempos
de retencion. De estas fracciones, sélo dos presentaron actividad inhibitoria, estas
corresponden a los tiempos de retencién; 4.3 minutos, fraccion F (2) y 5.0 minutos,
fraccion F (3). De acuerdo con los ensayos de actividad enzimatica, el porcentaje de
inhibicidn presentado por las dos fracciones fue del 96.4% para la F (2) y del 95 % para la
F (3).
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Figura 12. Primer paso de purificacién de la fraccion A (0-65%) por exclusion
molecular. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 15%. El carril (A), fraccion 1 F (1). Carril
(B), fraccion 2 F (2). Carril (C), fracciéon 3 F (3) y fraccion 4 F (4) (D).

El anélisis de la masa molecular mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE al 15 %
(Figura 12) sugiere la presencia de alguna proteina cuya masa es proxima a los 7 kDa. Los
resultados mostrados por (Sritanyarat et al., 2006) confirman la presencia del inhibidor en 3
diferentes isoformas, con la misma secuencia de aminoécidos, pero con diferentes masas
moleculares debido a modificaciones postraduccionales (7.6 kDa, 7.8 kDa, y 14.8 kDa ).
Por lo tanto, se busco identificar alguna de las isoformas reportadas. Las fracciones; (2) y
(3), se aplicaron a la columna de intercambio i6nico. Sin embargo, la fraccion (2) en la cual
se logra ver una banda que podria corresponder a una de las isoformas (7.8 6 7.5 kDa),
sufrid un proceso de agregacion al inyectarse en la columna de intercambio i6nico

perdiendo su actividad bioldgica.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico la Fraccion 3. Usando una columna de intercambio idnico
(Mono Q 5/50 G/L), previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM, NaCl 5 mM, pH 8.0, a
un flujo de 0.5 mL/min bajo un gradiente de NaCl (5 mM-1 M) (linea celeste).

La Figura 13 corresponde al perfil cromatografico de la fracciéon 3, la cual conservé su
actividad sin experimentar algun proceso de agregacion. De esta purificacion, sélo la
fraccion (N) mostro actividad inhibitoria del 73 % y no interacciond con la resina de la
columna de intercambio i6nico. Su pureza fue evaluada mediante un gel de electroforesis
SDS-PAGE al 15%, en el que se puede observar una banda a la altura de 14 kDa (Figura
14). Al parecer, la proteina con una masa esperada de 7 kDa se pierde en este Gltimo
proceso de purificacion y solo se logra identificar la isoforma cuya masa es de 14 kDa.
Debido a la poca cantidad de proteina se decidio realizar un ensayo de espectrometria de
masas MALDI TOF (Figura 15)

Figura 14. Analisis de las fracciones N1y N2 por electroforesis SDS PAGE al 15%. En
el carril (1) fraccidn que no interacciona con la resina de la columna de intercambio i6nico
sin calentar. En el carril (2) la misma fraccion, pero calentada por 15 min a 105°C.
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Figura 15. Espectro de masas MALDI-TOF para la fraccion (N). Se observa un pico
mayoritario de 14.4 kDa, el cual coincide con la banda observada en el gel de electroforesis
de la Figura 14.

El gel de electroforesis SDS PAGE de la denominada fraccion N (Figura 14) presentd una
sola banda, indicando que corresponde a una de las isoformas reportadas por Sritanyarat y
colaboradores. Esta isoforma fue nombrada como HPI-1 y obtenida a partir de la extraccion
con acetona en la fraccion 80-95%. Segun sus estudios de secuenciacion, este inhibidor
presenta un residuo de cisteina libre lo que provoca la formacién de un puente disulfuro,
explicando asi su masa (14 kDa) como un resultado de dimerizacion. Al someter la muestra
a un andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 15) se observa una sefial
predominante con una masa de 14.4 kDa, lo que confirma la masa determinada por el gel de
electroforesis (Figura 14). Sin embargo, en el espectro de masas se puede apreciar la
presencia de varias sefiales con masas de 19 kDa, 23.8 kDa, 28.5 kDa y 33.2 kDa, con una

diferencia entre cada una de las masas de aproximadamente 4.7 kDa.

En base a esta diferencia podemos sugerir la presencia de posibles modificaciones
postraduccionales en la muestra. La identificacion de modificaciones postraduccionales es
uno de los principales desafios en la investigacion protedmica. La actividad de una proteina
no solo es controlada por sus velocidades de biosintesis y degradacion, sino que también

por un proceso covalente especifico y selectivo llamado modificacion postraduccional. El
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numero de modificaciones post traduccionales aumenta rapidamente. Existen mas de 300
tipos de modificaciones postraduccionales, dentro de las cuales se destacan las
glicosilaciones, fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones y la glutationalizacién. Sin
embargo, la masa de estas modificaciones postraduccionales es baja, entre (80-150 Da) se
descarta que corresponda a la masa esperada (4.7 kDa) (Jensen Norregaard, 2004).

Debido a la gran cantidad de modificaciones postraduccionales, se sugiere realizar un
estudio de secuenciacion a partir de la banda de 14 kDa, (Figura 14), de esta manera, se
puede determinar el tipo de modificacion postraduccional e inclusive realizando un blast o
alineamiento con la secuencia reportada de las isoformas (Sritanyarat et al., 2006) evaluar
si se trata de la misma modificacion postraduccional (glutationalizacién) o del aducto que
no lograron identificar los autores.

6.1.2 Evaluacién de la actividad inhibitoria del precipitado (B) e identificacién del
inhibidor HPI

El boton obtenido de la precipitacion (B) con sulfato de amonio de 65-100 % fue
resuspendido y dializado contra Tris-HCI 20 mM, NaCl 5 mM, pH 8.0 (muestra B). El
porcentaje de inhibicidn presentado para el extracto de proteina total fue de: 23.1% para
una concentracion de 0.5 mg/mL de proteina total, 50.0 % para una concentracion de 1.0
mg/mL y 55 % para 1.5 mg/mL. El porcentaje de inhibicion del precipitado (B) es menor si
se compara con el presentado por el precipitado (A) que es de 91.1, %; sin embargo, al ser
la muestra una mezcla de proteinas, otras pudieran estar involucradas en la inhibicién de la

enzima.

El precipitado (B) se aplicdé a una columna de intercambio anionico, el perfil
cromatografico se muestra en la Figura 16. Cada una de las fracciones obtenidas fueron
analizadas por un gel de electroforesis SDS PAGE al 15 % y se observa que solo en el
carril 1 se presentan bandas por debajo del marcador de 10 kDa, lo que indicaria la
presencia del inhibidor de serin proteasas HPI (7.5 ¢ 7.7 kDa) en esta fraccién (Sritanyarat
et al., 2006). Esta fraccion corresponde a la que no interacciond con la resina, la cual se
etiquetd con las siglas LQN. Se realizd un ensayo de actividad inhibitoria a todas las

fracciones obtenidas, no obstante, solo la fraccion del carril 1 inhibi6 a la subtilisina en un
—
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52%. Se observo una tendencia, tanto para el precipitado (A) como para el precipitado (B)
presentandose el mayor porcentaje de inhibicion para las fracciones que no interaccionaron
con la resina en la cromatografia de intercambio anidnico. Si se compara con el inhibidor
tipo recombinante éste también se obtiene de la fracciébn que no interacciona con la
columna de intercambio aniénico Mono Q en el Gltimo paso de purificacion. Por lo tanto,
se plantea que el inhibidor tanto en su forma nativa como recombinante en un amortiguador
de pH 8.0, se encuentra cargado positivamente.
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Figura 16. Perfil de elucion del precipitado (B) en una columna de intercambio iénico
Mono Q GL50 (5/50). La columna se equilibré con Tris-HCI 20 mM, NaCl 5 mM, pH 8.0 a
un flujo de 0.5 mL/miny el gradiente se realizé con NaCl de 5mM a 1 M.
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Figura 17. Fracciones eluidas en la columna de intercambio i6nico Mono Q GL50 (5/50).
Carril MW, marcador de peso molecular. Carril (1) Muestra antes de ser aplicada a la
columna de intercambio iénico. Carril (2) fraccion que no interaccion6 con la resina de la
columna (LQN). Carril (3) Tubo 6. Carril (4) Tubo 7.
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Como segundo paso de purificacion se realizdé una cromatografia de exclusion molecular,
obteniéndose el perfil cromatografico mostrado en la Figura 18A. Finalmente se evaluaron
todas las fracciones obtenidas en un gel de electroforesis SDS PAGE al 15%. (Figura 18B).
En el carril 1 vemos 2 bandas con masas aproximadas de 35 y 7 kDa correspondientes a la
muestra antes de ser aplicada a la columna de exclusién molecular, una de estas masas (7.6
kDa) se identificO por espectroscopia de masas (Figura 19) y se espera corresponda al
inhibidor HPI, mientras que la otra masa que se observa por debajo del marcador de 37
kDa, puede corresponder a la proteina. Hev b 2 o B-1,3-glucanasa cuya masa se reporta de
35.1 kDa (Berthelot et al., 2016). En los siguientes carriles (2 y 4), no se logré una buena
separacion de las fracciones. El carril 3 que corresponde al tubo 3 y 4 present6 las mismas
bandas de 35 y 7 kDa. Por lo tanto, se sugiere que este ultimo paso de no fue el méas
adecuado para obtener una mayor purificacion. ElI uso de una columna de fase reversa
podria ser til para obtener al inhibidor HPI, no obstante, sin el debido cuidado la muestra

podria sufrir de agregacion y pérdida de actividad en el transcurso de la purificacion
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Figura 18. (A) Perfil de elucién de la fraccion LQN en una columna de exclusion
molecular. (B) Analisis de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion
molecular. Carril MW (marcador de peso molecular). Carril 1 Fraccion LQN antes de ser
aplicada en la columna. Carril (2) Tubo 1. Carril (3) Tubo 3y 4. Carril (4) tubo 5. Carril (5)
Tubo 6.
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Figura 19. Espectro de masas MALDI-TOF para la fraccion denominada Tubo 3y 4 (carril
3 Figura 18) Se observa una masa de 7.6 kDa que podria corresponder al inhibidor HPI.

6.2 Sobre-expresion del gen y purificacion del inhibidor de serin proteasas rHPI

A pesar de haberse logrado identificar algunas de las isoformas reportadas por (Sritanyarat
et al., 2006) de la fuente enddgena, no se logré obtener la pureza y una cantidad de proteina
adecuada para evaluar su interaccién con la subtilisina Carlsberg. Por lo tanto, se decidio6

utilizar al inhibidor de forma recombinante.

La sobreproduccién del inhibidor de proteinas rHPI con la etiqueta de histidinas
(rHP1_Hisg)se llevd a cabo usando el vector pET_28a en células competentes de E.coli
Rossetap.cam. Con solo 4 horas después de la induccion se obtuvo una buena expresion del
inhibidor. El botdn celular obtenido en el proceso de induccién fue lisado y posteriormente
bajo un gradiente de imidazol se aplicd a una columna de afinidad a Ni*?, (Figura 20). Se
evaluo la presencia del inhibidor en las fracciones obtenidas mediante una electroforesis
SDS-PAGE al 15% tal y como se presenta en la Figura 21. Acorde con la banda mas
abundante se juntaron las fracciones (1-7), las cuales presentaron una banda mayoritaria
localizada debajo del marcador de masa molecular de 10 kDa, correspondiendo a la masa
esperada (9.58 kDa) que incluye la cadena polipeptidica del HPI mas la etiqueta de

histidinas.
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Figura 20. Purificaciéon de rHPI con etiqueta de histidinas por cromatografia de afinidad a
Ni*2.Se us6 un gradiente de imidazol (20 mM-500 mM linea amarilla). Flujo:1.0 mL/min.
Amortiguador: fosfatos 20 mM, NaCl 20 mM pH 8.0.

Se pudo determinar que el inhibidor eluye bajo una concentracion de 250 a 300 mM de
imidazol. Esto facilitd el proceso de purificacion, ya que se usé una alta cantidad del
inhibidor para estandarizar los procesos de incubacién con la subtilisina Carlsberg y los
estudios en los equipos de interferometria de biocapa (BLI) y la calorimetria de titulacién

isotérmica.
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Figura 21. Fracciones eluidas de rHPI con etiqueta de histidinas en la columna de afinidad
a Niquel, usando un gradiente de imidazol. Carriles del (1) al (7) Fracciones del (1-7).
Carril 8 los primeros lavados de la columna de afinidad a Ni*? y carril 9 extracto inicial de
proteina total.
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La etiqueta de histidinas fue removida usando una digestion proteolitica. Las fracciones (1-
7) sefializadas con flecha roja en la Figura 20 y evaluadas por un gel SDS 15 % Figura 21,
fueron dializadas junto con la proteasa TEV. Después de 24 horas, la muestra fue aplicada
nuevamente a una columna de afinidad a Ni*2para eliminar el exceso de proteasa TEV, y

algunos otros contaminantes (Ver Figura 22).
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Figura 22. Inhibidor rHPI después de la eliminacion de su etiqueta de histidinas. Carril (1)
Fraccidn obtenida después del corte con TEV y eluida en la columna de afinidad a Niquel.
Carril (2) Muestra después del corte con TEV y antes de eluir en la columna de afinidad a
Niquel. Carril (3). Fracciones que se juntaron, antes de realizarse el proceso de digestion
con TEV.

Con el proposito de obtener un mayor grado de pureza, se aplico la muestra a una columna
de intercambio aniénico (Figura 23), finalmente se pudo evaluar por medio de
electroforesis SDS PAGE al 15 % (Figura 24) la pureza del inhibidor de proteasas en la
fraccion que no interacciona con la resina. La masa esperada para este inhibidor es de 7.74
kDa. El espectro de masa obtenido (Figura 25) sefiala una masa 7.74 kDa y se reporta otra
masa de 15.4 kDa que corresponderia a su dimero, otras masas alli sefialadas corresponden
a la matriz utilizada en el ensayo. El porcentaje de inhibicidn presentado contra subtilisina
Carlsberg fue de 99 % y se obtuvo 17.2 mg de proteina por litro de cultivo. Este resultado
es congruente con el reportado previamente en nuestro grupo de investigacion (Terron
Hernandez, 2017).
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Figura 23. Perfil de elucién del inhibidor rHPI como ultimo paso de purificacion. Muestra aplicada
a una columna de intercambio aniénico Mono Q, con un gradiente de NaCl (0-1 M) a un flujo de
1,0 mL/min. Las fracciones que no interaccionan con la resina de la columna Mono Q se sefialan
por la flecha naranja.
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Figura 24. Andlisis por electroforesis gel SDS-PAGE al 15 %. Carril (MW), marcador
de peso molecular. Carril (1) Fraccion que no interaccioné con la columna de intercambio
aniénico Mono Q.
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Figura 25. Espectro de masas MALDI-TOF para el inhibidor de proteasas rHPI. En el cual
se muestra un pico correspondiente a su masa (m/z 7.74 kDa) recuadro verde que
corresponderia a la masa esperada para este inhibidor. La segunda masa del recuadro rojo
corresponde a su forma dimérica.
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6.3 Formacion y purificacién del complejo subtilisina Carlsberg e inhibidor rHPI

Si bien el proveedor (SIGMA) indica que la subtilisina Carslberg tiene un alto grado de
pureza, ésta se aplico a una cromatografia de exclusion molecular para eliminar los
productos de degradacion de bajo peso molecular, asi como las sales presentes en el
liofilizado. Se obtuvo a la subtilisina Carlsberg pura en el mismo amortiguador del
inhibidor de proteasas rHPI, y su concentracion fue calculada a partir de la absorbancia
obtenida a una longitud de onda de 280 nm, esta concentracion es importante para la

formacion estequiomeétrica del complejo.

La relacion que se usé para la formacion del complejo fue (1.2:1) del inhibidor rHPI y la
subtilisina Carlsberg, el exceso de inhibidor se uso con el fin de asegurar una completa
interaccion de las dos proteinas y evitar la posible auto hidrolisis de la subtilisina. La
interaccion se llevé a cabo a un pH bajo (6.0) con el fin de reducir la actividad hidrolitica
de la subtilisina Carlsberg y el proceso de purificacion se desarrolld teniendo en cuenta
otros trabajos reportados de complejos inhibidor-subtilisina de otras familias como Kunitz
y Bowman Birk (Horn et al., 2003),

El perfil cromatogréfico obtenido en la Figura 26, present6 volumenes de elucion diferentes
a los presentados por el inhibidor rHPI (Figura 27), y la subtilisina Carlsberg (Figura 28) de
manera individual, lo que indica la formacién de una nueva especie.

Con el fin de corroborar la formacion del complejo entre el inhibidor de proteasas rHPI y la
subtilisina Carlsberg, cada una de los picos sefialados en la Figura 26, fueron concentrados
a 2 mg/mL y analizados mediante ensayos de espectrometria de masas MALDI-TOF. En la
Figura 29 se muestra la masa esperada para la subtilisina Carlsberg (27 kDa) junto con
otros posibles contaminantes de menor masa molecular, producto del proceso de

autohidrolisis de la enzima.
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Figura 26. Purificacion del complejo inhibidor rHPI- subtilisina Carlsberg. Después de la
incubacion, el complejo fue aplicado a una columna de exclusién molecular Superdex 75 10/300.
Con un flujo de 0.5 mL/min y una solucién tampén de fosfatos 20 mM, 150 mM de NaCl, pH 8.
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Figura 27. Perfil cromatografico del inhibidor de serin-proteasas rHPI. Usando una
columna de exclusion molecular Superdex 75 10/300. Con un flujo de 0.5 mL/min y una
solucion tampdn de fosfatos 20 mM, 150 mM de NaCl, pH 8.0
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Figura 28. Purificacion de la proteasa subtilisina Carlsberg. con una columna de
exclusion molecular. Eliminacion de contaminantes presentes en la enzima subtilisina
Carlsberg usando una columna de exclusién molecular Superdex 75 10/300, con un flujo de

125 mL
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Volumen de elucién (mL)

0.5 mL/min y una solucion tampén de fosfatos 20 mM, 150 mM de NaCl, pH 8.0.

Registro
Malriz

Figura 29. Espectro de masas MALDI-TOF de la subtilisina Carlsberg. Se corroboré la
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masa esperada (27 kDa).
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El inhibidor de proteasas rHPI fue igualmente evaluado mediante espectro de masas
MALDTI-TOF y present6 una masa de 7.74 kDa (Figura 25). Los procesos de purificacion
se realizaron en diversas ocasiones, cada ensayo por triplicado y asi se evalud la
reproducibilidad del volumen de elucién de las muestras tanto en su forma ligada y

desligada.

La masa del inhibidor y la masa de la subtilisina Carlsberg se identifican en los dos
espectros de masas MALDIT-TOF de las fracciones denominadas PICO 1C y PICO 2C
obtenidas de la purificacion por exclusion molecular de la reaccidn entre estas dos proteinas
(Figura 30 y Figura 31). Se plantea en base a sus espectros de masas que estos dos picos
(9.9 y 11.6 mL), correspondan a una la misma especie o complejo. En el espectro de masa
MALDI-TOF de la otra fraccion obtenida PICO 3C (Figura 32), se identifica la masa del
inhibidor (7.9 kDa) y (14.4 kDa) lo que corresponderia al exceso de inhibidor utilizado en

relacion estequiométrica (1.2:1).
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Figura 30. Espectro de masas MALDI-TOF para la fraccion "PICO 1C’en el cual se
muestran los picos correspondientes a la subtilisina Carlsberg (27 kDa), una masa de 7.9
kDa que se sugiere corresponde al inhibidor rHPI y finalmente dos masas, una de 11.7 kDa
que también se identifica en el espectro de la subtilisina Carlsberg (Figura 25) y otra masa
de 14.4 kDa que corresponderia al dimero del inhibidor.
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Figura 31. Espectro de masa MALDI-TOF para la fraccion “"PICO 2C". Se observan picos
muy similares al espectro de masa del PICO 1C, correspondientes al inhibidor rHPI (7.9

kDa) y la subtilisina Carlsberg (27 kDa) por lo tanto, se espera que estas dos fracciones
correspondan a la misma molécula.
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Figura 32. Espectro de masas MALDI-TOF la fraccion "PICO 3C". No se observa una

masa correspondiente a la subtilisina Carlsberg (27 kDa) y solo se identifica la masa del
inhibidor (7.9 kDa).
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Como se menciond previamente y en base a los espectros de masas, se espera que las
muestras denominadas PICO 1C y PICO 2C correspondan a una misma molécula quimica.
Para las pruebas de cristalizacion se decidié concentrar cada una de las muestras de forma
separada y usando diferentes pozos, con el fin de evaluar los posibles cristales formados y

confirmar con bases estructurales que si corresponden a la misma molécula.

6.4 Cristalizacion

Las tres fracciones denominadas; PICO 1C, PICO 2C y PICO 3C se dializaron usando un
amortiguador de 20 mM Bis-TRIS pH 6.5 y se llevaron a una concentracion de 3.06
mg/mL, 6.738 mg/ mL y 10.035 mg/mL respectivamente. Las pruebas de cristalizacion
fueron realizadas usando los kits comerciales; Crystal Screen | y Il y additive screen de
Hampton Research (98 condiciones diferentes) a 18 °C. Esas pruebas fueron realizadas

hace 6 meses; sin embargo, hasta la fecha no se ha obtenido algun cristal de proteina.

6.5 Analisis de la interaccion entre el inhibidor (rHPI) de H. Brasiliensis y la
subtilisina Carlsberg

El andlisis de la interaccidn inhibidor de proteasas rHPI y la subtilisina Carlsberg se llevé a
cabo con el fin de evaluar sus constantes de afinidad y disociacion. Usando dos tipos de
técnicas; calorimetria de titulacién isotérmica e interferometria de biocapa. La finalidad de
estos ensayos fue sustentar la hipdtesis de que la interaccion molecular del inhibidor de
proteasas rHPI con la subtilisina Carlsberg da lugar a la formacién de un complejo. Estos
dos ensayos se realizaron bajo las mismas condiciones de pH, solucién amortiguadora y
temperatura. Sin embargo, las concentraciones de inhibidor y subtilisina utilizadas para
cada uno de los ensayos fue diferente, teniendo en cuenta el principio fisicoquimico de cada

técnica.

6.5.1 Ensayos de interaccion subtilisina Carlsberg con el inhibidor de serin-proteasas
rHPI, usando interferometria de biocapa (BLI)

El ensayo en tiempo real de la interaccion inhibidor (rHPI) con subtilisina Carlsberg se
realiza con el fin de determinar la constante de afinidad o disociacion. Usando biosensores

con amina de segunda generacion ARG2, en un equipo Octet, se logré optimizar
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parametros de concentracion, pH, y amortiguador, con el proposito de obtener datos
estadisticos adecuados de las constantes de asociacion y disociacion. Ademas, se uso el pH
6.0 para la cromatografia de exclusion molecular y para los ensayos de la interaccion
inhibidor- subtilisina, con el fin de reducir las variables que podrian afectar el resultado
final. El principio de esta técnica es medir el indice de refraccion de la luz en una superficie

debida a la interaccion del inhibidor rHPI con la subtilisina Carlsberg.

Mediante los experimentos de BLI se determinaron los parametros de la cinética de union:
ka (constante de velocidad de asociacion) y kq (constante de velocidad de disociacion) y con
estos valores se calcula la Kp (constante de disociacion). La subtilisina Carlsberg fue
inmovilizada, a una concentraciéon de 12 pM, y se evalué frente a 6 diferentes

concentraciones del inhibidor rHPI.

Como se puede observar en la Figura 33, las seis diferentes concentraciones (14.4;7.2; 3.6;
1.8; 0.9; 0.45 pM) tuvieron un comportamiento ideal, ya que se logra apreciar una
adecuada activacion e inmovilizacion de los biosensores ARG2 con la subtilisina Carlsberg.
El paso de "Quenching” o desactivacion de la reaccion con etanolamina y la nueva linea
base se obtuvo de manera adecuada, manteniendo a la subtilisina Carlsberg unida a los
biosensores. Posteriormente, se logré obtener sefiales que permitieron la medicion de los

pasos de asociacién y disociacion.

En la Tabla 4, se muestran los pardmetros cinéticos obtenidos del ensayo con BLI. Los
valores de Kp obtenidos estan en el orden de 0.16 uM, lo que nos indica una buena afinidad
en la interaccion inhibidor-enzima. La Figura 33, es el interferograma obtenido para la
interaccién inhibidor rHPI y la subtilisina Carlsberg, cada una de las curvas se comport6 de
manera ideal y a fin a las concentraciones de inhibidor usadas. Ninguna de las curvas
mostroé alguna sefial negativa en el cambio de longitud de onda (eje y), lo que nos corrobora

que el amortiguador usado no presento ruido en las sefiales.

La curva G1 corresponde al control de la unién no especifica del rHPI al biosensor sin

subtilisina. La poca sefial cuantificada nos confirma que no se presento alguna interaccion
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entre este inhibidor y los biosensores ARG2. Se concluye que las condiciones finales del

experimento resultaron adecuadas.

Los pasos de asociacion y disociacion de las curvas Al, B1, C1, D1 y F1 (Figura 32) no
presentan algdn tipo de unién heterogénea no ideal. Esto quiere decir, que en la asociacion
hay un aumento monoféasico de la sefial en el BLI, y esta curva se mantiene en una meseta
estable en funcion del tiempo. Luego, el paso de disociacion llega casi al mismo punto de la
linea base (LB) inicial. Cabe también destacar que uno de los factores que provocan la
unién heterogénea no ideal son la agregacion y la impureza da las proteinas, por lo tanto,
gracias a este resultado confirmamos la pureza de estas dos proteinas (rHPI-subtilisina
Carlsberg) (Sultana & Lee, 2015).

Activacion Inmovilizacion Quenching g Asociacion .o ian
2.0
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Figura 33. Interferograma de la cinética de unién del inhibidor rHPI con subtilisina
Carlsberg. Donde cada una de las lineas: [Al(azul)], [B1(roja)], [Cl(azul claro)],
[D1(verde)], [El(naranja)], [F1(gris)], corresponden respectivamente a las seis diferentes
concentraciones del inhibidor (14.4, 7.2, 3.6, 1.8, 0.9, 0.45 uM). La linea G1 (azul oscuro),
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corresponde al control negativo, con el fin de evaluar una posible union no especifica del
inhibidor con el biosensor sin la subtilisina Carlsberg.

En la Figura 34 se muestra de forma ampliada las regiones de “asociacion” y “disociacion”
de la Figura 33. El perfil de las curvas obtenidas a partir de las diferentes concentraciones
nos muestra que el ensayo se ajusta a un modelo 1:1, ya que gradualmente en la asociacion
se alcanza una saturacion y equilibrio (meseta) conforme aumenta las concentraciones del
inhibidor (14.4; 7.2; 3.6; 1.8; 0.9; 0.45 uM) con la subtilisina Carlsberg (12 uM). En la
disociacion la sefial decae lentamente de manera consecuente al patron de asociacion y se
mantiene estable durante el tiempo, se sugiere que esta tendencia se debe a la afinidad (0.16
uM) que presentd el inhibidor rHPI por la subtilisina Carlsberg. En la Figura 34B se
presenta la grafica después del tratamiento de datos de asociacién y disociacion ajustados a

un modelo 1:1 usando el software FortéBio Data Acquisition.
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Figura 34. Ampliacién del Interferograma de la cinética de unién del Inhibidor rHPI con la
subtilisina Carlsberg. (A) Se muestra de manera ampliada la union del inhibidor a la
subtilisina Carlsberg, esta grafica presenta los resultados sin realizar el tratamiento de datos
en el software FortéBio Data Acquisition. (B) Interferograma obtenido despues del
tratamiento de datos y acoplando el analisis a un modelo de unién (1:1).
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Tabla 3. Resultados de la cinética de union de las diferentes concentraciones del inhibidor
rHPI a la subtilisina Carlsberg por BLI.

Conc rHPI. @
(LM) Ko (UM) | ka(M?1s?1) | ka(s?) R2
14.4 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96
7.2 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96
3.6 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96
1.8 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96
0.9 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96
0.45 0.16 | 1.32E+04 | 2.10E-03 | 0.07 0.96

Kp= ka/ka, R?= variacion de la respuesta (mayor al 0.95, indice de confianza de los ajustes),
¥? Comparacion de la distribucion observada con una distribucion esperada de los datos

Los datos cinéticos de la Tabla 4, sirvieron como datos preliminares para realizar los
ensayos de titulacion isotérmica (ITC). Teniendo en cuenta la Kp obtenida, se realizaron
diversos ensayos con el fin de establecer las concentraciones adecuadas de ligando

(inhibidor rHPI) y de la subtilisina Carlsberg.

En la actualidad existen escasos reportes de constantes de disociacion entre inhibidores
proteicos y proteasas determinadas usando interferometria de biocapa o ITC. Se han
realizado estudios de caracterizacion cinética de algunos inhibidores de la familia de la
papa |, como el inhibidor de semillas de cebada CI-2 y de eglina c. La eglina ¢ presentd una
Kide 1 x 10°° M frente a catepsina G y elastasa, mientras que el inhibidor CI-2 tiene una Ki
de 1.6 x 10° M con quimotripsina (Longstaff et al., 1990) (Seemiiller et al., 1980). Estos
valores muestran que ambos inhibidores presentan una afinidad alta por sus proteasas
objetivo, mientras que la afinidad determinada en este trabajo para el complejo rHPI y la
subtilisina Carlsberg es menor (Tabla 3), aun cuando pertenecen a la misma familia de
inhibidores. Para comprender a fondo la diferencia en la afinidad de estos inhibidores es
necesario contar con estudios de rayos X 0 resonancia magnetica nuclear, los cuales
permitirian reconocer si estas diferencias en la afinidad se deben a un mecanismo de
inhibicién diferente al mecanismo estandar de inhibicion candnico que presentan los

inhibidores de la familia tipo 1 de la papa.
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6.4.2 Calorimetria de titulacion isotérmica de la subtilisina Carlsberg con el inhibidor
de serin proteasas rHPI

La calorimetria de titulacion se realizé a una temperatura de 25° C, en amortiguador de
acetato de sodio 10 mM, pH 6.0. Bajo estas mismas condiciones se desarrollaron los
experimentos de interferometria de biocapa (ver seccion 6.4.1). En la celda de reaccion se
uso a la subtilisina Carlsberg a una concentracion de 24 uM, mientras que el inhibidor rHPI
se utiliz6 como ligando a una concentracion de 180 pM.

Estas concentraciones fueron las ideales para obtener la isoterma (Figura 35). Al
estandarizar el ensayo se pudo observar que el aumento en la concentracion del inhibidor
afectaba considerablemente el célculo de los parametros termodinadmicos, posiblemente
como una consecuencia del calor de dilucion del inhibidor en la jeringa con el amortiguador
de la celda de referencia que enmascaraba los cambios en el potencial de la titulacién de la
subtilisina Carlsberg con rHPI. Aungue no se alcanzo una total saturacién de la subtilisina
Carlsberg, los puntos alcanzados fueron suficientes para la integracion de cada uno de ellos
mediante el uso de la herramienta Origin 7.0.

La técnica de calorimetria de titulacion isotérmica es una herramienta poderosa para
estudiar la interaccion entre dos moléculas. No obstante, esta puede verse limitada por su
sensibilidad. En el ambito de reacciones biolégicas, solo algunas presentan fuertes o
relativas capacidades calorificas que pueden ser analizadas. Para obtener una completa y
buena isoterma de unién ligando-proteina se requiere que su constante de asociacion sea
igual 0 mayor de 10* M (Freire et al., 1990).

En la Figura 34, se observa la isoterma de la interaccidn obtenida del inhibidor rHPI y la
subtilisina Carlsberg. La constante de asociacion obtenida con Origin 7.0 es de 3.6x10° M
0 Kp 0.28 uM. Para las interacciones proteina-proteina, la constante de asociacion del orden
de 108 M (Kp 10 nm) se consideran de alta afinidad, 10° M? (Kp 1 uM) se categoriza de
afinidad moderada y como de afinidad baja en el orden de 10* M? (Kp 100 pM). Por lo
tanto, la constante de asociacién obtenida se considera de afinidad moderada (Campoy
Velazquez et al., 2004).

55



A la fecha aln existen interrogantes sobre el mecanismo y tipo de interaccion en complejos
proteasa/inhibidor La familia de inhibidores mas estudiada es la del tipo Kunitz, Bowman-
Birk y Kazal, mientras que la familia de inhibidores de papa I, a la cual pertenece el
inhibidor HPI ha sido poco caracterizada. En este trabajo aportamos informacion de gran

importancia para enriquecer el estado del arte de esta familia.

En 1985, McPhalen (Mc Phalen et al., 1985) reportaron la estructura cristalina del inhibidor
de cebada (CI-2), en complejo con la subtilisina Novo. Este también es miembro de la
familia de inhibidores de papa | y carece de puentes disulfuro, como HPI. Sin embargo, CI-
2 presenta interacciones no covalentes que estabilizan al asa de interaccion con la enzima y
tiene una constante de inhibicion menor que la del complejo inhibidor de pavo (OMTKY3)
quimotripsina (Mc Phalen et al., 1985). Este muestra una mayor inhibicién debido a la
presencia de dos puentes disulfuros que estabilizan el asa que interacciona con el sitio
activo de la enzima. El inhibidor HPI no establece puentes disulfuro intramoleculares, ya
que solo tiene una cisteina libre en su extremo amino terminal (Cys5), lo que podria

aumentar su flexibilidad disminuyendo su afinidad con la subtilisina Carslberg.

Los inhibidores tipo Kazal y los tipos Bowman-Birk, presentan afinidades altas, es decir en
el rango nano molar e inclusive pico molar. Para el inhibidor OMTYKS3 se reporta una
constante de asociacion Ka de 3.4 x 10° M 0 una Kp de 29.4 pM con subtilisina Carlsberg
(Horn et al.,2003). Otro reporte de una afinidad alta es la del inhibidor hirudina con
trombina con una de Kp de 10°** M (Grutter et al.,1990).

Uno de los ejemplos de familia tipo Kazal es el inhibidor de serin proteasas CrSPI del
hepatopancreas del cangrejo Carcinoscorpius, el cual presenta un mecanismo dual de
inhibicidn cuando esta en complejo con la Subtilisina Carlsberg; esta interaccion presentd
una Kp 500 uM, considerada como una afinidad mediana a baja (Shenoy et al., 2011).
Aunque hay una tendencia de afinidades altas en las interacciones inhibidor-proteasas, éstas
dependen de variaciones en temperatura, pH, y la composicion de aminoacidos en el
inhibidor, asi como la presencia de puentes de disulfuro e interacciones con el disolvente.

De acuerdo con lo reportado por (Brand et al., 2017) la oligomerizacién también afecta la
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estequiometria, cinética y termodindmica de la interaccion de un inhibidor tipo Bowman
Birk con tripsina o quimotripsina. Los autores reportan que al usar una concentracion del
inhibidor de guisantes (BTCI) en el rango umolar, la afinidad (Kp) es de 115 nM y 6.5 nM,

respectivamente. Mientras que al usar concentraciones nanomolares, determinaron una Kp
de 0.41 nM y 0.42 nM, respectivamente.

En la Figura 35 se muestra la isoterma de la union entre la subtilisina Carlsberg y el
inhibidor rHPI. El pardmetro n, que hace referencia al punto de inflexion de la isoterma es

de 0.890, esto quiere decir que la estequiometria de la interaccion es del orden de 1.
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Figura 35. Isoterma calorimétrica de la unién del inhibidor rHPI con la subtilisina
Carlsberg. Las mediciones fueron realizadas a 25 °C, con acetato de sodio 10 mM, pH 6.0

Por lo tanto, la constante de union se ajusta a la siguiente ecuacion:
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ML
Ka = D]

Donde K, es la constante de afinidad, [ML] corresponde a la concentraciéon del complejo.

[M] y [L] corresponden a las concentraciones de las macromoléculas y del ligando sin unir
(Stolarski et al.,2003).

Al calcular la Kp a partir la constante de afinidad obtenida por ITC (Ka=1/Kp) se obtiene un
valor de 0.28 uM. Este valor es del mismo orden de magnitud que el determinado por la
técnica de interferometria de biocapa (0.16 uM Tabla 4), lo que indica que aun cuando la

enzima esta inmovilizada no se afecta su interaccion con rHPI.

Termodindmicamente hablando, la espontaneidad en la formacion de un complejo esta dada
por la diferencia de la energia libre de Gibbs entre el complejo y la de sus formas
individuales. La abundancia relativa del complejo en el estado de equilibrio se expresa en

funcién de la constante de equilibrio (Ka):

AG = —RTInK, (1)
Donde, T es la temperatura absoluta en Kelvin y R es la constante ideal de los gases. De la
misma manera AG puede ser expresada en términos de cambios de entalpia AH y entropia
AS.

AG = AH — TAS (2)

AH es aproximadamente igual al cambio de energia interna provocado por los cambios en
las interacciones electrostaticas y de van der Waals. Por otro parte, AS es el resultado de los

cambios de grados de libertad del soluto en el solvente (Pulido et al., 2008).

Usando la ecuacion (1) a una temperatura de 298.15 K (25 °C), la energia libre de Gibbs
(AG) para la interaccion entre el inhibidor de serin-proteasas rHP1 y la subtilisina Carlsberg
fue de -8.95 Kcal mol?, mientras que la entalpia AH = -2.46 Kcal mol? y la contribucion
entropica en funcion de la temperatura fue de 6.49 Kcal mol! K. En la Figura 36 se

muestra que la interaccion entre el inhibidor de serin-proteasas rHPI y la subtilisina
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Carlsberg es una reaccion espontanea (AG< 0) y exotérmica (AH<0) y se ve favorecida
entropicamente. Los efectos de hidratacion estan relacionados con el cambio en la entropia
de un complejo en comparacion con las moléculas no ligadas. Estos efectos provocan un
aumento en la entropia de hidratacion de los grupos polares y apolares del sitio de union,
por lo tanto, se reduce la superficie accesible al solvente. La formacién de un complejo
implica un cambio en la entropia del sistema, por lo general es grande y positivo. Por esta
razon, se plantea que la interaccion entre el inhibidor rHPI y la subtilisina da lugar a la
formacion de un complejo, debido a una energia libre de Gibss negativa. Una entropia
positiva (6.49 Kcal.mol™* K™Y es un fuerte indicio del desplazamiento de las moléculas de

agua en la interfaz del complejo (Jelesarov & Bosshard, 1999).

Para el inhibidor eglina se han reportado valores termodindmicos de su interaccion con la
elastasa a un pH de 8.0: Kade 1.0 x 10 * M, AG = -13.4 Kcal.mol?, AH = 1.8 Kcal.moly
una contribucion entrdpica de 52 Kcal.mol'1.K, y con o quimotripisina: Ka de 5.0 x 10 °
M2, un AG de -13.0 Kcal.molt, AH=2.0 Kcal.mol* y una contribucion entrépica de 51
Kcal.mol1.K™. Finalmente, con la subtilisina Carslberg las constantes termodinamicas son:
Ka de 6.6 x 10 ® M, un AG de -13.1 Kcal.mol, AH=2.0 Kcal.molly una contribucion
entropica de 51 Kcal.mol*.K (Ascenzi et al., 1988). Los valores de estas constantes
termodinamicas no difieren entre las proteasas usadas, al parecer una mayor K, presenta
grandes cambios entalpicos positivos y un cambio entropico positivo. Para la interaccion
entre el inhibidor rHPI y subtilisina Carslberg observamos que también se presenta una
mayor contribucion entropica que entalpica. En el caso rHPI /subtilisina, los valores
obtenidos para la entropia son casi 10 érdenes de magnitud menores que los reportados para
la eglina c. No obstante, Ascenzi reporta que, a un pH bajo, la Ka disminuye para las tres
proteasas, de modo que se puede sugerir que la diferencia entre las constantes
termodinamicas de estos dos inhibidores (rHPI y eglina c) se debe a el pH usado para el

experimento (pH 6.0).
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Figura 36. Huella termodinamica de la interaccién entre el inhibidor de serin proteasas
rHP1 y la subtilisina Carlsberg. La interaccion se ve favorecida entropicamente.

Generalmente, las interacciones biomoleculares involucran la reorganizacion de las
moléculas del solvente que incluyen solvatacion, desolvatacion, y la formacion de los
enlaces no covalentes durante la conformacion del complejo. En un proceso exotérmico
(AH<0) predomina la formacion de enlaces no covalentes, interacciones electrostaticas,
hidrofobicas, enlaces de hidrogeno e interacciones n-m). Por tanto, se espera la formacién
de enlaces no covalentes en el complejo rHPI- subtilisina Carlsberg, ya que se trata de un
proceso exotérmico (Figura 36), los cuales superan el costo entélpico asociado a la
desolvatacion de las superficies interactuantes (Huang & Lau, 2016).

El hecho de que el proceso de union rHPI- subtilisina Carlsberg sea favorecido entrépicamente,
implica que los grados de libertad ganados por la liberacién de moléculas de agua es mayor que la
pérdida de grados conformacionales que experimentan la proteasa y su inhibidor. Se ha
demostrado que los cambios en la entropia conformacional tienen una alta relacién con la
alta afinidad en los complejos en diversas interacciones proteina-proteina y proteina

ligando de manera casi universal. La conexion entre estructura, entropia y entalpia y los
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movimientos internos en el sitio de union es el recurrente desafio para entender la
termodindmica de las interacciones proteina-proteina (Caro, Harpole, Kasinath, & Lim,
2017).

Una contribucion entropica positiva implica la pérdida de moléculas de agua de unién y un
aumento de la flexibilidad en la cadena polipeptidica (Dragan et al., 2017), por lo tanto, se
sugiere que la puede presentar una alta flexibilidad en rHPI. Para entender a profundidad la
interaccion del inhibidor de serin proteasas rHPI con la subtilisina Carlsberg en términos de
termodinamica estructural seria necesario varios analisis calorimétricos mutando el residuo

P10 usando un amplio intervalo de pH.

61



7. CONCLUSIONES

Se identificaron dos proteinas en la fraccion sérica de H. brasiliensis con una importante
actividad inhibitoria sobre subtilisina Carlsberg de 73 % y 52 %, con masas de 14.4 kDa y
7.6 kDa, respectivamente. Estas se evaluaron mediante geles SDS-PAGE al 15 % y
espectrometria de masas MALDI-TOF. Se sugiere que estas masas corresponden al
inhibidor de serin-proteasas Hev b 15 o HPI con posibles modificaciones postraduccionales
0 en su forma dimérica.

El inhibidor rHPI se obtuvo de forma recombinante y presentd una actividad inhibitoria
sobre subtilisina Carlsberg del 99 %, superior a la que mostraron los inhibidores
enddgenos, debido posiblemente a la pureza de la proteina recombinante. Este interaccion6
con la subtilisina Carlsberg formando un complejo que presenté un volumen de elucién
diferente al obtenido por sus formas individuales en la cromatografia de exclusion
molecular.

En BLI el valor de Kp obtenido para la interaccion rHPI con la subtilisina Carlsberg ,a pH
6.0, fue de 0.16 uM, que se considera como una afinidad media y los datos se ajustaron
apropiadamente a un modelo 1:1. Mediante ITC la constante de asociacion K, fue de 3.6
x10° M? o una Kp de 0.28 pM y en ambos casos se confirma que la interaccion se
comporta como un modelo de unién 1:1.

La formacion del complejo inhibidor rHPI- subtilisina Carlsberg es un proceso exotérmico,
favorecido entropicamente, lo que implica un aumento en los grados de libertad de las
moléculas involucradas en la interaccion. A la fecha no se ha logrado cristalizar al
complejo rHPI-subtilisina Carlsberg, probablemente debido al predominio entropico global
del sistema, ya que aparentemente existe una gran flexibilidad en la cadena polipéptidica
del inhibidor debido a la ausencia de puentes disulfuro que estabilicen el asa de interaccion

o el extremo N-terminal.
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8. PERSPECTIVAS

Optimizar los procesos de obtencion y purificacion del inhibidor HP1 a partir del suero C de
H brasiliensis, para caracterizar posibles modificaciones postraduccionales y fenémenos de
oligomerizacion.

Desarrollar una estrategia para aumentar la estabilidad del complejo inhibidor rHPI-
subtilisina Carlsberg y asi lograr obtener cristales del mismo.

Realizar ensayos de interaccion de HPI con otras subtilisinas o subtilasas, como subtilisina

Novo y BPN o subtilasas de plantas.
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