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1.0 RESUMEN.

ShPI-I es un inhibidor protéico de proteasas de espectro amplio, purificado a partir de la
anémona Stichodactyla helianthus (Stichodactylidae). Los antecedentes sugieren la
posible inhibicion especifica sobre proteasas asparticas. Para corroborar ésta inhibicion,
se realizaron experimentos utilizando diversos métodos (Cromatografia de tamafio
molecular, Resonancia superficial de plasmones, actividad enzimdtica) tomando como
modelo a la pepsina de cerdo (Sus scrofa) comercial. Se estudié el comportamiento
cromatografico de pepsina, de ShPI-I y del complejo formado segiin cambia el pH. Se
hicieron electroforesis en gel de pepsina en distintas condiciones de pH, observandose
las digestiones de pepsina por actividad autoproteolitica. Se realizaron ensayos de
actividad de pepsina a condiciones optimas (pH 2 y 37 °C) y a condiciones distintas de
pH usando como sustrato albimina bovina, con lo que se caracteriz6 la actividad de
pepsina al cambiar el pH. Asi como, la recuperacion de la actividad al pasar de
condiciones no Optimas de pH a la dptima. Se hicieron experimentos de inhibicion de
ShPI-I sobre la actividad de pepsina en condiciones Optimas. Se realizaron
experimentos de resonancia superficial de plasmones (SPR, por sus siglas en ingles),
con ShPI-I inmovilizado y pepsina en fase movil en pH 3. Se concluye que ShPI-I no es
un buen inhibidor de pepsina y por extrapolacion tal vez de ninguna otra proteasa

aspartica.



2.0 INTRODUCCION.

2.1 La conformacion de las proteinas es indicativa de su funcion.

Las proteinas se pueden clasificar por su estructura tridimensional, o conformaciéon en
dos grandes grupos: proteinas fibrosas y proteinas globulares. Las proteinas fibrosas son
altamente resistentes al corte y a los factores desnaturalizantes, por lo que son los
principales constituyentes estructurales de soporte de los tejidos, insolubles en medio
acuoso, constituidas por largas secciones de hojas beta o alfa hélices formando
secciones alineadas y, en ocaciones, paralelas entre si, unidos a su vez por medio de
asas (“loops”) o vueltas. Ejemplos de proteinas fibrosas son la coldgena y la elastina,
presentes en la matriz extracelular (ver Fig. 1). En cambio, las proteinas globulares
tienen una forma globular, lo que le aporta a ésta estructura mucha movilidad, rotacién
y un grado de flexibilidad mayor que el de las proteinas fibrosas para participar en las
reacciones metabolicas. La mayoria de éstas proteinas son solubles en medio acuoso y
muchas veces llevan a cabo funciones de transporte, las enzimas tienden a ser proteinas

globulares (Alberts et al., 2002) (ver Fig. 2).

Fig. 1 Modelo tedrico de la estructura de la
colagena (codigo PDB 1BBE), que es una familia
de proteinas con representantes en distintos

organos en todo el reino animal, como ejemplo

de las proteinas fibrosas. Consiste de tres hebras
paralelas de cuatro series de los residuos Gly-Pro-Pro, lo que le aporta un grado de rigidez, su funcion
principal es la de soporte de los tejidos. Tomada de:

http://chemistry.gsu.edu/glactone/PDB/Proteins/Classic/1bbe.html.

E Fig. 2 Estructura de una enzima (c6digo E.C 3.2.1.17), la lisozima (c6digo PDB
B

conectadas por asas y vueltas. Tomada de:

132L), de la clara de huevo de gallina (Gallus gallus), como ejemplo de las

proteinas globulares. Se compone de tres hojas beta y tres alfa hélices,

http://chemistry.gsu.edu/glactone/PDB/Proteins/Classic/1321.html.

2.2 Las enzimas favorecen reacciones no espontaneas.
Una enzima es una proteina que favorece una reaccion que no sucede de forma

espontanea en el contexto bioquimico, al menos no en un marco de tiempo corto y



acorde con los tiempos de las reacciones celulares, por lo que tiene un caracter
catalizador'. Actualmente hay toda una industria en expansiéon relacionada con las
enzimas. Por convencion, a la mayoria de las enzimas se les nombra con el sufijo —asa
(con excepcidn de pepsina, tripsina, papaina, trombina, ya que fueron descubiertas antes
de que se estableciera la convencion para las nomenclatura de las enzimas). Las enzimas
producen, modifican o rompen enlaces quimicos. Diversos experimentos han sido

realizados para explicar la forma en la que actan estas moléculas.

2.3 Aspectos teoricos y mecanismos propuestos para las enzimas.

Las enzimas actilan en casi todas las reacciones metabolicas, por lo que es crucial
entender su funcidon particular para comprender como funciona el metabolismo. La
proximidad y la orientacion hacia el sustrato, tienen el efecto de aumentar la eficiencia.
El modelo de catalisis covalente propone la transferencia de cargas y de grupos de un
sustrato a otro en reacciones consecutivas. El modelo de catalisis acido-base, también
propuesto para reacciones no enzimaticas, toma en cuenta que las reacciones son
influenciadas por cambios de pH, en donde la transferencia de protones facilitada en un
medio reticulado de puentes de hidrogeno y los efectos de grupos vecinos intervienen
para favorecer la formacion y/o ruptura de enlaces, llegando a hacerlos mas estables. La
energia libre electrostética tiene efectos sobre las energias libres catalitica y de union,
debidos a las interacciones electrostaticas entre el medio acuoso y la enzima, apoyando
la idea de que el cambio de cargas del sistema de reaccion es el factor clave en la
catalisis enzimatica. El mecanismo de ajuste inducido supone que la enzima no presenta
la estructura precisa para la union al sustrato, por lo que es necesario un reacomodo de
los aminoacidos del sitio activo durante la union de los dos elementos, incrementado asi
la concentracion del sustrato y aumentando la velocidad de reaccion. La especificidad
por el sustrato puede ser explicada si se considera que el sustrato carece de grupos que
tengan complementariedad con el sitio activo de la enzima, no presenta el arreglo
necesario para que se lleve a cabo la union, o bien, un sustrato puede unirse en una
posicion incorrecta, afectando asi la velocidad de la catalisis, por lo que a este tipo de

unioén se le conoce como no productiva. El modelo electro-mecano-quimico considera

' Se ha demostrado in vitro que las moléculas de ARN intengradas en los ribosomas, tienen tanto
propiedades de portador de informacion para la sintesis de proteinas, como de -catalizadores
autorreplicantes, es decir, con funcion de enzimas de polimerizacion de ARN, a las que se les conoce
como ribozimas. lo que apoya la teoria de un mundo de ARN (Alberts et al., 2002), por lo que también se
les considera enzimas, si bien no son proteinas.



que el movimiento oscilatorio de la proteina por el bombardeo de particulas de
soluto/solvente genera una estabilizaciéon conformacional en que el sustrato (unido al
sitio activo) es sujeto a un campo eléctrico altamente localizado que polariza uno o
varios enlaces clave cuya desestabilizacion es critica para la catélisis (Kuby, 1990). Si
bien hay modelos de efectos de la temperatura sobre la catalisis clasica, no pueden ser
aplicados de forma integra a las enzimas, en cambio, se sabe que ciertos agentes
estresantes, como la temperatura, el pH y la fuerza idnica provocan la eventual pérdida
del plegamiento nativo por ruptura de los enlaces intramoleculares, a lo que se le llama
desnaturalizacién, y a la recuperacion del plegamiento nativo se le llama re-
naturalizacion, que se da en condiciones especiales, por lo que es muy importante para
la célula conservar el plegamiento nativo de las proteinas para que sean funcionales,
incluyendo a las enzimas, por lo que cada enzima tiene intervalos de temperatura, pH y

fuerza i6nica en que tiene una actividad optima.

2.4 Modelo de Michaelis-Menten.

El modelo de Michaelis-Menten describe la accion enzimatica: la enzima (E) se une al
sustrato (S) y forma un complejo enzima-sustrato (ES), el complejo se deshace y la
enzima libera al o los productos formados (P). Hay modelos de accion enzimdtica con
dos sustratos y un producto, con dos productos y dos sustratos y multi-sustrato (Kuby,
1990). Medidas de la cinética enzimatica son la Ky, que representa la afinidad de una
enzima por su sustrato y la Viax, que representa la velocidad de reaccion maxima a

concentraciones saturantes de sustrato (Berg et al., 2002) (ver Fig. 3):

k; k>
E+S—>l ES— ,E+P
k.

La tasa de formacion del producto es dada por la ecuacién:
[S]
Vo= k> [E]r
[SI+ Km
[E]r representa la concentraciéon de enzima total, ya sea en complejo o
libre.
La Vmax s comprendida cuando los sitios cataliticos de la enzima estan

saturados con sustrato, asi [ES] = [E]r. Asi,



Vax = k2 [E]1, por lo que:
[S]
Vo = Vinax
[S]+ Km
En donde la constante, Ky equivale a la expresion:

Ky = ktkolk;

[E][S] ki
Kd = =
[ES] k;

K4 equivale a la constante de disociaciéon del complejo enzima-sustrato, que puede

interpretarse como la concentracion a la que la mitad de los sitios estan ocupados. Entre
mas pequetio sea este valor, indicara una afinidad mayor, y equivale a Ky si la k; es

mucho mayor que k.

Tasa de reaccion

Em

/

u] T T T
] 50 100 150 200

Concentracion de sustrato

Fig. 3 Comportamineto de una reaccion enzimatica tipica. La reaccidon enzimatica con bajas
concentraciones de sustrato muestra una relacion directamente proporcional a la tasa de reaccion y llega a
una asintota cuando la concentracion del sustrato es saturante, el valor de la tasa de reaccion en éste punto

corresponde a la V.. El valor % de la V,,, se intersecta con el valor de la K. Tomada y modificada de:



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:MM_curve.png.

2.5 Las enzimas son catalizadores biologicos.
La clave de la eficiencia de la enzima es que acelera la velocidad de reacciones al
disminuir la energia libre de activacion, que es una cantidad de energia mayor que un
cierto valor minimo propio para cada molécula, y es un factor de gran importancia para
determinar la velocidad de reaccion. El estado de transicidon, que puede ser el sustrato
con un cambio conformacional, tiene una energia libre mas alta que el sustrato y el
producto, y la diferencia de energia libre entre el sustrato y el estado de transicion es la
energia libre de activacion de la reaccion enzimatica. La enzima logra disminuir la
energia de activacion teniendo una unién fuerte con el sustrato, en donde el sitio activo
provee de ambientes electronicos dinamicos, incrementado la probabilidad de que el
estado de transicion sea formado (Schram, 2005), tornandolo inestable y mas
susceptible de manipular, permitiendo la catalisis al promover la formacion o ruptura de
los enlaces (Ma et al., 2000) (ver Fig. 4). Cuando los productos de reaccion se forman,
se regenera la enzima en el estado libre. La esencia de la catalisis es la union especifica
del estado de transicion, por lo que requiere que el sustrato se acople de forma perfecta
al sitio activo (ver Fig. 5), evitando asi que la enzima participe en reacciones erroneas
(Berg et al., 2002). Las enzimas comparten con todos los catalizadores las siguientes
caracteristicas:

1. Son efectivas en concentraciones bajas.

2. Conservan su estructura tridimensional global al no sufrir

modificaciones quimicas irreversibles.
3. No afectan el estado de equilibrio de la reaccion catalizada, s6lo que se

llega al equilibrio mucho mas rapido.
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Fig. 4 Ejemplo de un diagrama de energia libre de una reaccidon enzimatica. En éste caso, la enzima es la
glucosa 6-fosfato y los sustratos son glucosa y ATP, mostrando en el eje X, el curso de la reaccion, y en
el eje Y, la energia libre. Cuando la enzima esta presente, la energia libre del estado de transicion, a la que
se le conoce como energia de activacion, es menor, que es la propiedad clave en la catalisis. Tomada y

modificada de: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255enz/activation_energy%20.jpg.

2.6 La actividad de la enzima es abatida por inhibidores.

La catalisis puede ser inhibida por moléculas més pequeias que la enzima en cuestion.
Este tipo de inhibicion se presenta principalmente en enzimas no alostéricas, si bien esto
no es razon para que las enzimas alostéricas sean inhibidas por otros tipos de moléculas
llamadas represores o inhibidores (Berg et al., 2002). La clave de la inhibicion es
estabilizar al complejo enzima-inhibidor, por una interaccion especifica relativamente
fuerte (ver Fig. 5). Los inhibidores pueden ser encontrados naturalmente dentro de
organismos que deben controlar la actividad de enzimas en los tiempos y lugares
adecuados en cuanto es necesaria, como es el caso de las metaloproteasas y sus
inhibidores, que participan en el desarrollo de vertebrados, o en la interaccion entre
venenos de animales ponzofiosos y la produccion natural de anticuerpos por sus presas,
lo que hace notar el cardcter coevolutivo. Ademas, los inhibidores con funcioén de
medicamentos son desarrollados por la investigacion cientifica en apoyo del tratamiento
de enfermedades. Por lo que la variedad de inhibidores es muy amplia, ya sea de los que

existen en la naturaleza o de los sintetizados en laboratorio.
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alterada por la presencia del inhibidor, y aunque el sustrato atin puede unirse a la enzima, la afinidad por
éste al sitio activo es reducida, abatiendo la actividad. Tomada y modificada de:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/thumb/6/67/Non-competitive inhibition.jpg/400px-/Non-

competitive_inhibition.jpg

2.7 Inhibidores reversibles e irreversibles.
Los inhibidores pueden tener un efecto irreversible, en donde el complejo enzima-

inhibidor no se disocia, y presenta el modelo:

k; k>
E+1 El —*EI
k.

con una constante de inhibicion, K; = k; /k;, y para el caso de un inhibidor reversible se
omite el segundo paso. La K; indica la concentracion a la que la mitad de los sitios estan
ocupados, por lo que valores mas pequefios indican una interaccidon mas fuerte, y como

consecuencia una mejor inhibicion (Berg ef al., 2002).

2.8 Inhibidores competitivos, no competitivos e incompetitivos.
Existe una variedad de los sistemas de inhibicidon de sustrato, como es la inhibicién

competitiva, en donde el inhibidor ocupa el sitio activo, para el que existe el modelo:



la inhibicion no competitiva, en donde el inhibidor ocupa algun sitio distinto al sitio

activo, con el modelo:

k+1 k+2
E+S «———ES_ ,E+P
+ k.; +
I 1
K; K;
ki;s
—
EI+S ESI
4—
k 3

y la inhibicioén incompetitiva, en donde el inhibidor ocupa su sitio de unién una vez que
el sustrato se ha unido a la enzima, con el modelo:

K+, ks
— " ES—» E+P

—
k., +

I
VK
ESI

asi como todas las variantes parciales y mezcladas de los tipos de inhibicidn, sugiriendo

E+S

que un pequefio cambio en el arreglo espacial de ciertos aminoéacidos o grupos de los
inhibidores puede modificar de manera importante su especificidad. Altas
concentraciones de sustrato tienen el efecto de inhibir la actividad en algunos modelos
enzimaticos. La actividad de ciertas enzimas es inhibida por la ausencia de activadores y

cofactores (Rudino et al., 2002).

2.9 Formas de estudiar la inhibicion enzimatica.

Las enzimas, los inhibidores proteicos y sus complejos, siendo proteinas, pueden ser



estudiadas su union por cromatografia de tamiz molecular, por electroforesis en gel en
variadas condiciones de pH, e incluso puede determinarse su estructura, en especial el
arreglo de los aminoécidos involucrados en la uniéon de los dos elementos por
resonancia magnética nuclear, para proteinas pequefias, o por cristalografia de rayos X
(Berg et al., 2002). Para evaluar la actividad enzimatica y la capacidad inhibitoria son
necesarios ensayos en condiciones Optimas o cinéticas por espectrofotometria. La
resonancia superficial de plasmones es una técnica sofisticada de reconocimiento
molecular que permite estudiar la asociacion de dos proteinas, la cinética de formacion
de complejos, llegando a obtenerse constantes de disociacion, o bien, constantes de

inhibicion, esta técnica sera descrita mas adelante.

2.10 Clasificacion de las enzimas.
Existen distintos tipos de enzimas, de acuerdo con su funcion, algunas adicionan, o
remueven grupos, iones o electrones, pero todos los tipos de catélisis conllevan una
isomerizacion, que es un rearreglo en el espacio de los grupos de la proteina, unos
respecto de otros. Las enzimas se clasifican en (segin el sistema de clasificacion
internacional E. C. - Enzyme Commission) (Bairoch, 2000):

1. Oxido-reductasas, agregan un oxigeno a alguna molécula organica,

2. Transferasas, transfieren grupos funcionales,

3. Hidrolasas, escinde un enlace C-C, C-N o C-O en un compuesto
bioquimico,

4. Liasas, adicionan grupos funcionales a los dobles enlaces,

5. Isomerasas, modifican estéricamente un compuesto,

6. Ligasas, forman enlaces uniendo dos moléculas, con la participacion de

ATP.

2.11 Regulacion de la actividad de las proteinas.

La actividad de las proteinas, incluyendo las enzimas, comunmente debe ser regulada
para que funcionen en el tiempo y lugar apropiado (Harper et al., 1978). La actividad
bioldgica de las proteinas es regulada por:

1. Control alostérico. Las proteinas alostéricas contienen uno o varios sitios reguladores
con la participacion de moléculas que promueven cambios conformacionales y
multiples sitios funcionales, alterando asi su actividad.

2. Formas multiples de enzimas. Las isozimas o isoenzimas proveen un abanico para la



regulacion variante de la misma reaccion en distintos lugares o tiempos. Las isozimas
son enzimas homologas con la misma funcion dentro de un organismo, pero varian en
aminodacidos especificos y en sus valores de Vi« y de K, asi como en sus propiedades
reguladoras. Comunmente, las isoenzimas son expresadas en organelos o tejidos
distintos, o en diferentes estadios del desarrollo.

3. Modificacion covalente reversible. Las propiedades cataliticas de muchas enzimas
son marcadamente alteradas por la formacion de enlaces covalentes, activandose por la
presencia de los cofactores, mds comunmente un grupo fosforilo. Asi, las enzimas se
regulan al prenderse y apagarse por la adicioén o sustraccién de un cofactor. Ejemplos
de este mecanismo son la acetilacion, la fosforilacion y la glucosilacion (Lodish, ef al.,
2000).

4. Activacion proteolitica. Algunas enzimas son activadas irreversiblemente usando
motivos reguladores, que son unidades estructurales con una arquitectura particular que
desempefia una funcién en especial, en éste caso, de activacion. Ciertas enzimas
hidroliticas actiian sobre éstos sitios sustrayendo una porcion del polipéptido. El
polipéptido completo se denomina zimoégeno o proenzima. Ejemplos de enzimas con
éste mecanismo regulador son enzimas digestivas como la pepsina, la tripsina y la
quimiotripsina y las caspasas (Stroud ef al., 1977).

5. Inhibidores. Moléculas especificas muestran un reconocimiento por una proteina, o
por una familia de proteinas, ya sea enzima, transportador, segundo mensajero, o algin
otro tipo de factor en que dicho sistema biologico actua.

6. Inhibicion por retroalimentacion. Se presenta en enzimas con un factor de su ruta
metabolica, que funciona como inhibidor, uniéndose al sitio activo o alguna otra region
de la enzima, como ya se habia mencionado.

7. Inhibicion por saturacion. Cuando las concentraciones de sustrato son saturantes
podria haber una inhibicion sobre la actividad de la enzima, bajando la V. de forma

importante y mostrando un decaimiento.

2.12 Las hidrolasas son enzimas clave del catabolismo.

Las hidrolasas comprenden cerca de 200 proteinas y se caracterizan por introducir una
molécula de agua en el sustrato, proceso llamado hidrélisis. Las hidrolasas pueden
actuar sobre lipidos, glucidos, enlaces éster y proteinas. Asi, las hidrolasas muestran
gran diversidad de sustratos, pero todas comparten la caracteristica de cortar (o mas

exactamente hidrolisar) macromoléculas biolégicas en alguna ruta metabolica,



convirtiendo éstas moléculas complejas en moléculas mas sencillas, a ésta parte del
metabolismo se le conoce como catabolismo. Posteriormente se reciclan los productos
formados para reintegrarlos en otra ruta y formar otras moléculas complejas, a lo que se
conoce como anabolismo, y aunque sean procesos inversos, tienen una estrecha relacion
en torno a los sustratos, productos e intermediarios, integrando asi al metabolismo (Berg

et al.,2002).

2.13 Las proteasas rompen proteinas en péptidos mas pequeiios.

Las hidrolasas encargadas de actuar sobre las proteinas se denominan proteasas. Las
proteasas rompen el enlace peptidico entre los residuos de aminoacidos que conforman
las proteinas, liberando una molécula de agua al escindir el enlace peptidico. Si bien la
hidrdlisis de los enlaces peptidicos es favorecida termodinamicamente, esta es muy
lenta. La vida media de una proteina es el tiempo en que la mitad de las moléculas de
una proteina son destruidas desde que son sintetizadas. Las vidas medias varian en
varios ordenes de magnitud. En ausencia de la proteasa, la vida media de un péptido
tipico a un pH neutro es calculada entre 10 y 1,000 afios y la velocidad de reaccion no
catalizada por una proteasa a pH 9 y 25 °C es 8.2 x 10" s (Silverman, 2000), lo que
da cuenta de su estabilidad y conservacion de sus propiedades. En ausencia del
catalizador, la vida media de la hidrolisis para un péptido tipico a un pH neutro es
estimada a ser entre 10 y 1,000 afios. Algunas proteinas deben ser hidrolizadas dentro
de milisegundos en ciertas rutas bioquimicas. La unidon peptidica es responsable de tal
estabilidad, especificamente, la estructura de resonancia que influye en la planaridad del

enlace (Berg et al., 2001).

2.14 Proteasas: superfamilias basadas en la estructura del sitio activo.

La diversidad de estructuras de sitios activos en proteasas es muy amplia, lo que les

confiere un intervalo de especificidad que abarca todos los sitios posibles de corte de un

polipéptido. Los grupos que participan en la catalisis son distintos en cada tipo, pero el

resultado es el mismo, y desarrollan tres funciones: ataque nucleofilico, catalisis base

general y asistencia electrofilica (Beynon and Bond, 2001). Los tipos de proteasas son:

1. Tiolproteasas, que tienen un residuo de cisteina que participa en la

catdlisis, la cisteina tiene un sulfuro en su radical. A los compuestos
organicos con un ion de azufre se les agrega el prefijo tio o tiol.

2. Serinproteasas, con un residuo de serina involucrado en la catalisis.



3. Metaloproteasas, con un ion metéalico coordinado al sitio activo.
4. Proteasas acidas, también conocidas como proteasas asparticas, con un
residuo de acido aspartico formando parte del sitio activo.

Las proteasas presentan dos tipos de mecanismos de reaccion, uno es el covalente y el
otro es el acido acido-base (Beynon and Bond, 2001). Las proteasas con mecanismo de
reaccion covalente son las tiol y serinproteasas. Las proteasas con mecanismo de
reaccion 4cido-base son las metaloproteasas y las proteasas acidas. Las proteasas
participan en contextos metabdlicos tan distintos como las fuentes en que estan
presentes, como la proteasa de VIH, que madura al viroide por protedlisis de su
poliproteina, o bien, las proteasas de la familia de la papaina cuyas funciones son
multiples, tanto en el ciclo de vida de los parasitos, como en la patogénesis de dichos
parasitos. Por lo que las proteasas pudieron haber evolucionado a partir de ancestros con
funciones distintas, convergiendo en la funcion de protedlisis (Rawlings and Barrett,

1993).

2.15 Homologia y propiedades cataliticas muy similares en proteasas asparticas.

La superfamilia de las proteasas asparticas se caracteriza por una firma catalitica de los
aminodcidos acido aspartico-treonina-glicina (Asp-Thr-Gly), que forma parte esencial
del sitio activo, y en el que la catélisis es llevada a cabo por dos residuos de acido
aspartico, estando la firma presente en los dos residuos de acido asparico.. El papel de
los dos grupos de carboxilo fue inferida a partir de una modificacion quimica (Knowles,
1970). Los residuos de acido aspartico que participan en la catalisis, en particular en el
caso de la pepsina, son Asp32 y Asp215 (que ocupan las posiciones 91 y 274 en la
proenzima, respectivamente), (ver Fig. 8) uno de los cuales tiene que ser protonado y el
otro desprotonado para que la enzima sea activa, ocurriendo esto en el intervalo 1 a 5 de
la escala pH, lo que indica la importancia del carboxilo de los dos acidos asparticos, y
su participacion en el mecanismo catalitico. Evidencias recientes generadas mediante
estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), difraccion de rayos X y de neutrones
ha establecido que el acido aspartico protonado es el Asp215 y el que es desprotonado
es el Asp32 (Coates et al., 2006). Estudios de difraccion de rayos X confirmaron que las
cadenas laterales de los acidos asparticos estan en la posicion apropiada para producir la
ruptura del enlace peptidico del sustrato, y ademas revelaron que los dos acidos
asparticos estan lo suficientemente cerca para compartir un puente de hidrégeno entre

sus oxigenos (Pearl, 1987). Estan formadas por dos lobulos laterales, constituyéndose



casi exclusivamente de hojas beta paralelas y antiparalelas conectandose entre si por
asas, con una hendidura en medio que forma la entrada al sitio activo (ver Fig. 6 y 7).
Es ampliamente conocida la inhibicidon especifica de pepsina por pepstatina, un
oligopéptido microbiano, obtenido de filtrados de cultivo de Streptomyces. La
especificidad del sustrato es muy similar dentro de la superfamilia, preferentemente en
puntos de corte con residuos de aminodcidos hidrofobicos a ambos lados, en especial
los aromaticos. Cominmente tiene una masa molecular en el intervalo de 34,500 Da y
pHs optimos entre 1.5 y 5.0 y las secuencias de las proteasas asparticas estan
disponibles, haciendo muy obvia la similitud en torno a los residuos de aminoécidos
adyacentes a los dos residuos de acido aspartico, que en conjunto forman al sitio activo,
lo que podria indicar que ésta superfamilia tiene un modelo evolutivo que se ajusta al
divergente (Tang et al., 1978), en donde un ancestro dio origen a todos los
representantes actuales por duplicacion y fusion de genes y cambios puntuales en la

secuencia de ADN de las varias fuentes.

Sitio activo

30,

Fig. 6 y 7 Dos vistas de la estructura terciara de la pepsina, representante y prototipo de las proteasas
asparticas (ver seccion 2.21). La cadena principal es mostrada, indicando que se pliega sobre si misma en
dos grandes 16bulos laterales, con una cavidad profunda en el centro, al fondo de la cual se encuentra el
sitio activo indicado en la primera imagen, en la segunda son visibles las moléculas de agua en color rojo.
La imagen fue generada con los datos cristalograficos del deposito SPEP del PDB (Berman and Bourne,

RCSB, 1993).



Fig. 8 Acercamiento al sitio activo, mostrando los
Sitio dos residuos de acido aspartico (Asp 32 y 215) y

activo la molécula de que agua que participan en la

catalisis.

2.16 La pepsina es el prototipo de una proteasa aspartica.

La proteasa tipica tomada como modelo para las proteasas asparticas es la pepsina, con
codigo E.C. 3.4.23.1 (IUBMB, 1999) (ver Fig. 6 y 7), que participa en el sistema
digestivo de los vertebrados y se encarga de hidrolizar las proteinas ingeridas en la
dieta. Una estrategia reguladora de su actividad son las isoformas presentes en los
organismos que las sintetizan, en el humano existen 7 isoformas reportadas, lo que
implica que hay pequefias variaciones en la estructura primaria (ver Fig. 9), y como
consecuencia en la especificidad del sustrato, el pH 6ptimo, y en el punto isoeléctrico.
La otra estrategia reguladora es la activacion proteolitica por ella misma, existe un
motivo regulador, que en éste caso es un sitio de corte especifico en la cadena del
polipéptido de su zimogeno, el pepsindgeno, que inmediatamente se activa después del
corte (Lazure, 2002). Recientemente fueron publicados estudios cinéticos y un modelo
de activacion de zimogenos de proteasas asparticas (Varon ef al., 2006). La pepsina de
cerdo fue una de las primeras proteinas en ser cristalizada (Northrop, 1946), mas no en
determinarse su estructura. La estructura de su zimdgeno, el pepsindgeno fue
determinada (Sieliecki ef al., 1991) y fue determinada la estructura del complejo que
forma con el inhibidor de proteasas asparticas mas conocido, la pepstatina (Fuginaga et
al., 1995). Estructuralmente se inserta dentro de la clase toda beta, subclase
mayoritariamente beta, con un plegamiento caracteristico de proteasas acidas, por lo que

cumple con todos los aspectos que forman el perfil de las proteasas asparticas.
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Fig. 9 Estructuras primaria y secundaria de pepsina. La estructura secundaria estd sobrelapada con la
secuencia de aminoécidos, los indicados en color rojo corresponden al primer l6bulo y los de color azul
son los del segundo. Notese que predominan las hojas beta, en cambio, las alfa hélices son muy pocas.
Los dos acidos asparticos (Asp 32 y 215) del sitio activo tienen la firma catalitica. Tomada y modificada

del PDB con el c6digo SPEP (Berman and Bourne, RCSB, 1993).

2.17 La pepsina es activa en un medio donde otras proteinas no lo son.

La digestion de las proteinas propiamente inicia en el estdomago, donde el ambiente
acido favorece la desnaturalizacion de las proteinas. Dado que cada proteina tiene
intervalos funcionales de actividad, en donde conserva su plegamiento nativo, si esta en
un ambiente donde las condiciones son distintas a las Optimas para su funcion, la
proteina puede perder su plegamiento en su conformacidn nativa, dejando expuestas
zonas protegidas por el plegamiento propio y teniendo un nivel energético distinto del
minimo, por lo que la estabilidad se encuentra vulnerada. Las proteinas desnaturalizadas
son mas accesibles como sustratos para la prote6lisis que las proteinas nativas (Park and
Marqusee, 2005). La principal enzima proteolitica en el estdbmago es la pepsina, una
proteasa de los vertebrados con especificidad preferencial por enlaces entre un par de
residuos hidrofobicos (Malik et al., 2005), que tiene un méximo de actividad a pH 2. En
el intervalo de pH de 6.5 a 4, existe una subespecie dominante con conformacion similar
a la nativa, aunque cataliticamente inactiva (Campos and Sancho, 2003). Asi, la pepsina
puede ser activa en el ambiente altamente acido del estdémago, aunque otras proteinas

experimenten desnaturalizacion alli.



2.18 Estudios y caracterizacion de pepsina de cerdo.

La pepsina de cerdo es una molécula monomérica con un peso molecular aproximado
de 34.5 kDa, constituida por 327 residuos de aminoécidos en la enzima activa y 386 en
la proenzima (pepsindgeno), con un punto isoeléctrico tedrico de 3.24 y un punto
1soeléctrico, medido experimentalmente, de entre 2.5 y 3.0, segun la isoforma, esta
compuesta de 4 hélices alfa, que constituyen el 8% de la enzima activa y 29 hojas beta,
constituyendo el 41% de la enzima activa. Existen 6 depdsitos en el Protein Data Bank
(PDB): 1PSA, 2PSG, 3PEP; 3PSG, 4PEP y SPEP. Solamente SPEP cuenta con datos
necesarios para generar el mapa de densidad electronica, sin embargo la asignacion del
grupo espacial parece ser errénea’ y no es posible desplegar al mapa (incluso usando
directamente el archivo en formato cif depositado junto con las coordenadas). 1PSA
presenta ligante, que es pepstatina. Los estudios cristalograficos indican que los
rearreglos locales en la vecindad del sitio activo juegan un papel importante para la

especificidad y activacion (Cooper et al., 1990).

% De hecho el EDS —Electron Density Server- marca como error al intentar generar el mapa a partir de los
datos depositados por los autores: “There is no map available for this entry (5pep), because our
automatic script failed to produce an electron density map with an R-value (0.430) within 5 percentage
points of the published one (0.196). If you are the author of this entry and wish to help us remedy this

situation”.



3.0 ANTECEDENTES.

En 1996, Delfin y colaboradores, de la Universidad de la Habana describieron un
inhibidor de proteasas de rango amplio, ShPI-I (ver Fig. 10), proveniente de la anémona
Stichodactyla helianthus (Stichodactylidae), con alta afinidad contra tripsina, con una K;
= 1.1 x 10" M (Delfin et al., 1996). La estructura fue determinada por resonancia
magnética nuclear (NMR), y el codigo en el PDB es 1SHP (Antuch et al., 1993) (ver
Fig. 11). ShPI-I tiene un peso molecular de 6,110 Da, con 55 residuos de aminoacidos,
su punto isoeléctrico teorico es de 8.86, forma 3 puentes disulfuro. La secuencia fue
comparada contra la de otras proteinas de la base de datos de SwissProt (Antuch et al.,
1993), y como resultado se obtuvo una similitud muy grande con la familia de
inhibidores de Kunitz., en especial con el tipo BTPI. La clasificacion estructural de
SCOP de ShPI-I. es:

Clase: Proteinas pequenas

Plegamiento: tipo BTPI

Superfamilia: BTPI

Familia: inhibidores pequefios tipo Kunitz y toxinas tipo Kunitz

2
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Fig 10. Estructuras primaria y secundaria de ShPI-I. La estructura secundaria, compuesta en gran parte

por loops se sobrelapa con la secuencia de aminoacidos. Tomada del PDB con el cddigo ISHP (Berman

and Bourne, RCSB, 1993).

Fig. 11 Estructura terciaria de ShPI-I. Se muestra la cadena

principal, compuesta por dos segmentos largos de loops, hojas

beta antiparalelas y dos pequefios segmentos de alfa hélice. La
imagen fue generada con datos de resonancia magnética nuclear (NMR) del deposito 1SHP del PDB

(Berman and Bourne, RCSB, 1993).



3.1 Inhibidores conocidos de pepsina.

Como ya se habia mencionado antes, la pepstatina es un inhibidor especifico de
proteasas asparticas, en especial de pepsina, incluso estdn depositados y disponibles los
datos de cristalografia de rayos X del complejo formado por pepsina y pepstatina
(c6digo PDB 1PSA, sin embargo tampoco es posible representar el mapa de densidad
electrénica debido a una alta discordancia entre los errores reportados y los calculados).
Esta descrito un complejo de pepsina con el inhibidor 3 proveniente de Ascaris
lumbricoides, con una constante de inhibicion determinada experimentalmente de 9.1 x
10" M (Abu-Erreish and Peanasky, 1974). El ecabeto de sodio, TA-2711, tiene una
inhibicién de 78% sobre la actividad de pepsina (Pearson and Roberts, 2001). o-2-
macroglobulina tiene propiedades de inhibicion de espectro amplio sobre proteasas,
incluyendo las proteasas asparticas (Thomas et al., 1989). Piperidina sustituida tiene
una inhibicién sobre pepsina, con una constante de inhibicion de 1.4 + 0.2 x 10"° M
experimental (Marcinkeviciene et al., 2002). El inhibidor peptidico hidrofilico ATBI,
extraido de Bacillus sp. extremofilo tiene inhibicidn sobre proteasas asparticas, con una
constante de inhibicion de 5.5 + 0.5 x 107! M (Dash et al., 2001). Se descubri6 que el
oxido nitroso aportado por donadores ejerce inhibicion sobre proteasas asparticas
(Sharma et al., 2004). Recientemente se publicd la caracterizacion bioquimica del
inhibidor de proteasas asparticas, API, purificado de Bacillus liceniformis
termotolerante, con valor para la constante de inhibicion de 1.07 x 10"° M (Kumar et
al., 2006). Esta publicado en péaginas de Internet que eritrosina, colorante rosa, inhibe a
la pepsina (www.cosmoedu.net/DESCHUYTENEERS5.pdf), aunque no se encontraron
datos cuantitativos sobre inhibicion o constantes de inhibicion ni estructuras de éste ni
del complejo formado. Hay antecedentes que sugieren que la inhibiciéon de ShPI-I y
ShPI-II de la anémona Stichodactyla helianthus sobre pepsina de cerdo es posible,
tomandola como modelo de proteasas asparticas, tomando en cuenta que todas las
proteasas asparticas siguen el mismo mecanismo de reaccion, que son funcionalmente
activas en pH 4cido, de ahi su otra denominacion y el estado del conocimiento en éste
momento, ya que no se sabe qué tan grandes son los sitios activos de las demas
proteasas asparticas en relacion a pepsina, por lo que al momento son validas las
extrapolaciones hechas en funcion de la inhibicidon sobre pepsina, asumiendo que quiza

en un futuro el efecto inhibitorio sobre alguna proteasa aspartica en particular sea nulo.



4.0 OBJETIVO GENERAL.
Analizar y evaluar la inhibicién que ShPI-I produce sobre la actividad de proteasas

asparticas.



5.0 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Evaluar la capacidad inhibitoria de ShPI-I sobre pepsina utilizando diversos métodos
(Resonancia superficial de plasmones, actividad enzimética, cromatografia de tamiz
molecular).

2. Estudiar el comportamiento de la pepsina a diferentes pHs.

3. Estudiar el comportamiento del ShPI-I a diferentes pHs.

4. Estudiar el comportamiento del complejo pepsina-ShPI-I a diferentes pHs, con el fin
de corroborar la existencia del mismo y sustentar la posible obtencion de un complejo

formado dentro de una matriz cristalina.



6.0 HIPOTESIS.
Si ShPI-I es un buen inhibidor de la pepsina entonces la formacién de un complejo
pepsina-ShPI-I podria obtenerse una muestra del complejo para ser cristalizado y

después ser explorado estructuralmente utilizando cristalografia de Rayos X (Ry).



7.0 MATERIALES Y METODOS.
A continuacion se presenta un diagrama de los métodos usados en este trabajo por

etapas:

Corridas de cromatografia de tamiz
molecular de pepsina, ShPI-I y del
complejo pepsina-ShPI-I en distintos
pHs.

Concentracion por centrifugacion

de muestras de cromatografia

Electroforesis en gel desnaturalizante
SDS-PAGE de muestras provenientes
de la cromatografia de tamiz
molecular.

Ensayos de actividad de pepsina en
funcion del pH, de recuperacion de
actividad y de inhibicion de ShPI-I
sobre pepsina por espectrofotometria.

Cinética de pepsina con el inhibidor
ShPI-I inmovilizado por resonancia
de superficial de plasmones (SPR).




7.1 Cromatografia de proteinas por tamiz molecular.

La cromatografia consiste en una separacion de una a varias moléculas de una muestra
segun el volumen eluido o el tiempo de retencion. La presencia de las proteinas es
detectada al pasar por un sensor de luz ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm,
ya que a ésta los aminoacidos aromaticos absorben la luz incidente, en especial el
triptofano. Posteriormente se compara el pico de la molécula de interés con una grafica
de calibracion, de la columna usando varias proteinas conocidas, en donde cada una
tiene un pico en un volumen esperado, por lo que cada molécula tiene un
comportamiento y una huella molecular propia, independientemente de la solucion
buffer en la que es inyectada. La variable usada en éste caso es el volumen
hidrodindmico (Amersham Pharmacia Biotech, 1998.), que varia proporcionalmente
segin el peso molecular de cada proteina; proteinas con pesos moleculares grandes
tienen tiempos de retencidn menores, y proteinas con pesos moleculares pequetios
tienen tiempos de retencidon, o bien volumenes de elucion mayores (Amersham
Pharmacia Biotech, 1998.), al pasar selectivamente por poros de distinto diametro en la
columna de Hiload 26/60 Superdex 200 acoplada a un equipo Akta Prime. La muestra
de proteina es disuelta en la solucion reguladora que se va a ocupar para la corrida con
el pH deseado, y es inyectada en el asa del equipo de cromatografia, que previamente es
equilibrada con la misma solucién reguladora de pH de la corrida. Se hicieron 3 corridas
de cromatografia en regulador de acetatos 100 mM, NaCl 100 mM pH 3, 3 en regulador
de acetatos 100 mM, NaCl 100 mM, pH 4, 1 en regulador de acetatos 100 mM, NaCl
100 mM, pH 4.5 y 1 en regulador de fosfatos 100 mM, NaCl 100 mM, pH 7 con el
objetivo de caracterizar el comportamiento de la pepsina segiin cambia el pH. Previo a
la inyeccion, se desgasificaron las soluciones y se disolvieron de las siguientes
cantidades de pepsina comercial SIGMA justo antes de hacer la inyeccion en la

columna en las soluciones buffer en 1 mL:

pH Cantidad de pepsina en la columna

(mg)

3.0 8.0,8.0y 8.0




4.0 8.0,4.0 y 4.0

4.5 2.0

7.0 4.0

Se realizaron corridas de cromatografia en un mismo regulador para comparar el
comportamiento de la pepsina, del inhibidor ShPI-I y del complejo pepsina-inhibidor
ShPI-I con el objetivo de caracterizar el comportamiento de cada uno por separado en
relacion al complejo. Se hicieron 2 corridas de cromatografia en regulador de acetatos
pH 3, se disolvieron 6 mg de pepsina con 2 mg del inhibidor en 1 mL, repitiéndose
cantidades en masa en la segunda corrida en regulador a pH 3, a estas se les concentr6
por centrifugacion en ultracentrifuga a 5,000 rpm a 4 °C en ciclos de 30 minutos hasta
alcanzar un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon
por centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403 y se le disolvio en regulador
de pH 4.5, con la finalidad de observar si se conserva el complejo formado o se disocian
en pepsina e inhibidor. Se disolvieron ademas las siguientes cantidades en el regulador
de acetatos pH 4.5 en cada corrida: 20 mg de pepsina en 10 mL, 2 mg de ShPI-I en 1
mL, esto para comparar el comportamiento de la pepsina y del inhibidor por separado
frente al complejo pepsina-inhibidor en este pH.

La tasa de transferencia se mantuvo en 2.5 mL/min, con un limite de presion de 0.5

MPa en todas las corridas de cromatografia.

7.2 Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE).

La electroforesis en gel consiste en la separacién de moléculas de una solucion, a partir
de la cual se puede establecer el peso molecular aproximado de una proteina en
comparacion con un patron o marcador de pesos moleculares, que es una mezcla de
proteinas conocidas con un peso molecular especifico, por lo que la mezcla de proteinas
provee un determinado rango de pesos moleculares, asi se puede inferir de qué proteinas
se trata, si se conocen las proteinas del experimento, inclusive se puede inferir si la
proteina es un mondmero o si es una forma multimérica y de cuantas subunidades se
compone. La muestra de proteina migra a través del campo electromagnético de una
placa de gel de poliacrilamida producido por una camara conectada por electrodos a un
generador de corriente. E1 SDS rompe los enlaces de las estructuras secundaria y
terciaria, por lo que la unica estructura conservada dentro de la proteina es la de la

cadena polipeptidica, desnaturalizandola. Las proteinas con pesos moleculares grandes



migran con una velocidad mayor que las proteinas con pesos moleculares pequefios, por
lo que las bandas de proteina recorren distancias segiin su peso molecular. Para montar
un gel de poliacrilamida primero se pone una base de gel de agarosa a que polimerice,
este funciona como soporte, encima se vierte una mezcla con la concentracion de
acrilamida deseada, dependiendo de la capacidad de las proteinas de migrar a través del
gel; que en este caso fue de 12% (Laemmli, 1970). Esta capa tiene como funcion
separar los componentes de la muestra. Los compuestos necesarios usados en la mezcla

con un volumen de 15 ml son:

Agua 5mL
Acrilamida 30% 6 mL
Tris pH 8.8 3.8 mL
SDS 10% 0.15mL
APS 10% 0.15mL
TEMED 0.006 mL

A continuacidn se prepara la capa separadora. Se vierte una mezcla con un volumen de

5 mL con los siguientes compuestos:

Agua 3.4 mL
Acrilamida 30% 0.83 mL
Tris pH 8.8 0.63 mL
SDS 10% 0.05 mL
APS 10% 0.05 mL
TEMED 0.005 mL

El TEMED actia como catalizador de la polimerizacion, por lo que tiene que agregarse
cuando la capa anterior ya polimeriz6 (Laemmli, 1970).

Se inserta el peine que forma los carriles, se monta el resto de la camara, se vierte el
buffer de corrida, las muestras para carga tienen que estar muy concentradas, por lo que
comunmente es necesario concentrarlas en tubos de concentracion usados en centrifuga.
Se mezclan en pellets 12 nL. de muestra con 8 uL de colorante, en el caso del patron de
pesos moleculares se mezclan Sul de patron, mas 10 uLL de colorante y 5 uL de agua.
Los pellets se hierven 5 minutos y se centrifugan 30 segundos. Se cargan las muestras y
el patron en el gel. Se conectan los electrodos, se enciende el generador de la corriente y

se fija ya sea la intensidad de corriente o el voltaje, en éste caso se hicieron las




electroforesis a 150 V, hasta que el frente de las muestras cargadas llegue a la capa de
soporte del gel. Se cortan las partes inferior y superior. Se tifie con la solucion de
Coomassie (Laemmli, 1970) por 40 minutos en agitacion. Se destifie con la solucion
destefiidora 2 por 15 minutos en agitacion, después con la solucion destefiidora 1 por 15
minutos en agitacion, por ultimo otra vez con la solucion desteniidora 2 por 15 minutos
en agitacion, al final se agrega agua miliQ, quitando el liquido entre cada ciclo. La
solucién 1 para un volumen de un litro contiene.

Metanol 500 mL

Acido acético 100 mL

AguamiliQ 400 mL

La solucién 2 para un volumen de un litro contiene:

Metanol 50 mL

Acido acético 70 mL

AguamiliQ 880 mL

Se realizaron electroforesis en gel de los concentrados de distintas corridas de
cromatografia:

e Gel 1: se cargaron el marcador de pesos moleculares de rango bajo, de 6.5 a 66 kDa,
marca SigmaMarker de Sigma, la pepsina proveniente de la corrida de
cromatografia de pH 4, concentrada a 5,000 rpm a 4 °C en ciclos de 30 minutos
hasta llegar a un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore
Amicon por centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403, incubada a 4
°C por 12 horas, y el marcador de pesos moleculares de rango alto, de 36 a 205 kDa
marca SigmaMarker de Sigma;

e Gel 2: se cargaron el marcador de pesos moleculares de 6.5 a 66 kDa, la pepsina
proveniente de la corrida de cromatografia de pH 7, que fue concentrada en éste pH
a 5,000 rpm a 4 °C en ciclos de 30 minutos hasta tener un volumen inferior a 100
uL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por centrifugacion en
centrifuga eppendorf centrifuge 5403, después fue dialisada en pH 4 e incubada a 4
°C por 12 horas, la pepsina proveniente de la corrida de cromatografia de pH 7,
concentrada en éste pH a 5,000 rpm a 4 °C en ciclos de 30 minutos hasta tener un
volumen inferior a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por

centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403, después fue incubada a 4 °C



por 12 horas y el marcador de pesos moleculares de 36 a 205 kDa;

. Gel 3: se cargaron la pepsina de la corrida de cromatografia de pH 4, que fue
recibida en el buffer PBS de pH 7, concentrada a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30
minutos hasta tener un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca
Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403 e
incubada a 4 °C por 12 horas, la pepsina de la corrida de cromatografia de pH 7
concentrada a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30 minutos hasta tener un volumen menor
a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por centrifugacién en
centrifuga eppendorf centrifuge 5403 e incubada a 4 °C por 12 horas y el marcador de
pesos moleculares de 6.5 a 66 kDa;
. Gel 4: se cargaron el marcador de pesos moleculares de 6.5 a 66 kDa, la
pepsina que estuvo siempre en pH 7 concentrada a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30
minutos hasta tener un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca
Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403 y fue
incubada a 4 °C por 12 horas, la pepsina, que siempre estuvo en pH 4 concentrada a
5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30 minutos hasta tener un volumen menor a 100 pL en
un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga
eppendorf centrifuge 5403 y fue incubada a 4 °C por 12 horas, la pepsina que estuvo
30 minutos en pH 7, que fue concentrada en ese pH a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30
minutos hasta tener un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca
Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403,
dialisada en pH 4, concentrada a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30 minutos hasta tener
un volumen menor a 100 pL en un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por
centrifugacion en centrifuga eppendorf centrifuge 5403, después fue e incubada a 4° C
por 12 horas, y la pepsina que estuvo 30 minutos en pH 4, fue concentrada en ese pH
a 5,000 rpm a 4°C en ciclos de 30 minutos hasta tener un volumen menor a 100 pL en
un filtro de 10,000 Da marca Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga
eppendorf centrifuge 5403, dialisada en pH 7, después fue concentrada a 5,000 rpm a
4°C en ciclos de 30 minutos hasta tener un volumen menor a 100 puL. en un filtro de
10,000 Da marca Milipore Amicon por centrifugacion en centrifuga eppendorf
centrifuge 5403 e incubada a 4 °C por 12 horas.

El objetivo de la electroforesis es inferir si presenta actividad autoproteolitica y tener

una idea de qué tanta proteolisis presenta luego del paso de la pepsina por la columna



cromatografica en distintas condiciones de pH, y también de tal protedlisis con un
cambio de pH a otro, asumiendo que en pH 4 tendrd mayor actividad que en pH 7, por
lo que se pretende determinar si la pepsina muestra actividad autoproteolitica s6lo en el
tiempo de retencion mostrado pH 4, esto en el cambio de pH 4 a 7 y con el cambio de
pH 7 a 4 se pretende precisar si la pepsina muestra una recuperacion de actividad a
partir del peso molecular aproximado de cada una de las bandas, con respecto al

marcador de pesos moleculares.

7.3 Ensayo de actividad enzimatica de pepsina.

La actividad enzimatica, en éste caso de protedlisis fue medida en condiciones dptimas
tomando como refererencia el ensayo de actividad enzimatica de SIGMA modificado,
esto es en condicion de pH 2 y 37 °C por la absorbencia de la solucién, que al contener
proteinas como sustrato de pepsina y filtrarse, sélo pasaban los productos de protedlisis
mads pequeiios a la celda de cuarzo en un espectrofotometro usando la ldmpara de luz
ultravioleta (UV), con una longitud de onda de 280 nm. Se usaron dos
espectrofotometros, uno fue Helios y UV/visible de Thermospectronic, y el otro fue UV/
visible DU650 de Beckman. Ademds, en una serie de experimentos fue medida la
actividad proteolitica en condiciones de pH distintas a la Optima para determinar si solo
el cambio de pH causa la inactivacion de la pepsina y qué porcentaje de la actividad
proteolitica se conserva, por lo que no se tiene un control positivo 6 negativo, sino como
referencia un rango de actividad de la pepsina con los extremos de 0 y 100 % de
actividad. En otra serie de experimentos la pepsina estuvo en condicion de un pH
distinto de pH 2 (pHs 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) por 30 minutos, después fue llevada a pH 2,
con el fin de precisar si el cambio de pH causa recuperacion de actividad. También se
hizo un experimento para probar la capacidad de inhibicion de ShPI-I sobre pepsina a
condiciones Optimas de actividad. El control negativo de la inhibicién fue la actividad
de pepsina en condiciones Optimas (37 °C y pH 2).

El porcentaje de actividad se calcula con la férmula:

% de actividad = absorbenciayy , - absorbencia,p x x 100

absorbencia, 2
Absorbencia,y 2 es la lectura de absorbencia a 280 nm de la muestra de la reaccion de
pepsina en condiciones Optimas de actividad (37 °C y pH 2).
Absorbencia,y « es la lectura de absorbencia a 280 nm de la muestra de la reaccion de

pepsina en condicién de 37 °C y un pH distinto de 2.



Para el caso de la recuperacion de actividad, se reemplaza el término de absorbenciap x
por el término absorbenciayy x — 2,que es la lectura de absorbencia de la muestra de la
reaccion a 37 °C, que tras estar un tiempo en un pH distinto de 2 es llevada a pH 2.

Para el caso de la inhibicion, la formula a ser usada es:

% de inhibicion = absorbenciayinn — absorbenciaginn x 100

absorbenciag;np
Absorbenciagiy, corresponde a la lectura de absorbencia a 280 nm de la muestra de la
reaccion de pepsina en condiciones Optimas de actividad (37 °C y pH 2) sin el inhibidor
ShPI-I.
Absorbenciay iy, corresponde a la lectura de absorbencia a 280 nm de la muestra de
pepsina en condiciones Optimas de actividad (37 °C y pH 2) anadiendo el inhibidor

ShPI-I en concentraciones equimolares de pepsina e inhibidor.

7.3.1 Reactivos.

A) Acido acéticol0 mM' (SIGMA®, 100 mL en agua desionizada).

B) Acido acético 300 mM ( SIGMA®. 100 mL en agua desionizada).

C) Albumina bovina al 2.5%(w/v) 2(SIGMA®, 100 mL en agua desionizada).

D) Albumina bovina al 2.0% (afadiendo 20 mL del reactivo B a 80 mL del reactivo C).
E) Acido tricoloroacético (TCA) al 5%(w/v) (SIGMA®, 100 mL en agua desionizada
usando TCA aprox. 100% SIGMA No. 490-10.

F) Pepsina (preparar inmediatamente antes de usar una solucion de pepsina conteniendo

de 0.01 a 0.05 mg/mL de pepsina en el reactivo A).

7.3.2 Procedimiento.

Se vierten los siguientes reactivos:

Pepsina (mL) Blanco(mL)

Reactivo D (pH 2) 5 5

" El protocolo original usa HCI para los reactivos A y B.
% El protocolo original sefiala a Hemoglobina (Hb) como sustrato, y se usa en los reactivos C y D.




Equlibrar a 37 °C. Luego afadir:

Reactivo F (pepsina) r

Mezclar con voértex e incubar a 37 °C exactamente. Luego afiadir:

Reactivo E (TCA) 10 10

Reactivo F (pepsina) ~ |-—--- 1

Pasar por un filtro Waltman No. 50 6 con un filtro de 0.45 um’. Transferir las
soluciones a una celda de cuarzo y leer Ajgo.

Registrar las lecturas obtenidas, donde el aumento de 0.01 en la absorbencia a 280 nm
en 10 minutos equivale a una unidad, esto durante el ensayo de cinética.

El regulador de acetatos 300 mM tiene un pH de 2.5, por default, por lo que a este se
agrego6 acido acético glacial a fin de llevar la solucion a pH, usando el potenciometro.
Para los ensayos en donde el pH fue distinto a 2 se usaron las siguientes soluciones:
Regulador de acetatos 10 mM y 300 mM, cada uno con los pH 3, 4 y 5, variando las
proporciones de las soluciones de acido acético 300 mM vy acetato de sodio 300 mM, y
después haciendo una dilucién a partir del regulador de acetatos 300 mM para obtener el
regulador de acetatos 10 mM.

Regulador de fosfatos 300 mM cada uno con los pHs 6, 7 y 8, variando las proporciones
de fosfato de sodio monobasico y dibasico 300 mM.

Para los ensayos donde la pepsina estuvo en un pH distinto de 2 y después fue llevada a
¢éste pH, se usaron:

Regulador de acetatos 10 mM, pHs 3, 4y 5, asi como regulador de fosfatos 10 mM pHs
6, 7y 8, para el reactivo A en cada ensayo

Regulador de acetatos 300 mM pH 2 para el reactivo B en todos los ensayos.

Para el ensayo de inhibicion sobre pepsina, y tomando en cuenta que la relacién masa
molecular pepsina/ShPI-I es aproximadamente de 34,500/6,100 = 5.65, se afiadio ShPI-I
a una concentracion aproximada de 3 mg/mL a fin de que las fueran concentraciones
equimolares. El control negativo fue la actividad de pepsina en condiciones Optimas (37
°CypH2).

Se repitieron todos los ensayos de actividad proteolitica, pero ésta vez usando solo
acido acético 300 mM vy acetato de sodio 300 mM para los reguladores de pH 2, 3, 4, 5,
6,y 7, en las dos series de experimentos, ademas se hicieron los ensayos de actividad de

los pHs intermedios: 2.5, 3.5, 4.5, 5.5 y 6.5. Ademas se repitié el experimento de

3 El protocolo original indicaba que el filtro usado debiera ser de 0.8 pum.




inhibicién de ShPI-I sobre pepsina en condiciones Optimas de actividad y en
concentraciones equimolares, escalando todos los reactivos y en lugar de hacer el
experimento por 10 minutos, se extendid a 15, esto a fin de economizar reactivos y
obtener una sensibilidad maxima.

Se concentro la colecta de tubos del pico correspondiente a ShPI-I por centrifugacion en
ultracentrifuga a 5,000 rpm a 4 °C en ciclos de 30 minutos hasta llegar a un volumen
menor a 100 pL en filtros de 500 pL de 2,000 Da marca Milipore Amicon de una
cromatografia de afinidad de una muestra de la anémona Stychodactyla helianthus® para
repetir el ensayo de inhibicién de ShPI-I sobre pepsina.

Se determind que la concentracion obtenida fue de 0.913 mg/mL en un volumen de 64
uL, por lo que la masa total de ShPI-I fue de:

0.913 mg/mL x 0.064 mL = 68.47 ng,

para obtener concentraciones equimolares,

6.1 kDa /34.5 kDa= 0.17681

0.17681 x 68.47 ng de ShPI-1 = 12.10 pg totales de pepsina

Se diluyeron 0.5 mg de pepsina en un mililitro de regulador de acetatos 300 mM pH 2,
por lo que la concentracion de pepsina fue de

0.5 mg/mL, 6 0.5 pg/ul, y a partir de la fébrmula de concentracion en unidades de
ug/uL:

C=m/v; v=m/C,

por lo que se usé de éste volumen:

v =12.10 pg/(0.5 pg/ulL) = 24.2 puL de pepsina a 0.5 mg/mL, y entonces el ensayo de

inhibicidn se anadieron asi:

Blanco Pepsina Pepsina + ShPI-I

Reactivo D500 uL 500 puL 500 pL
(sustrato) (pH 2)

Equilibrar a 37 °C. Luego afiadir:

YO S [ P 64 uL

Reactivo F (pepsina) | ---------- 24.2 uL 242 uL

Mezclar e incubar a 37 °C por 20 minutos. Luego afiadir:

Reactivo E (TCA) 1000 pL 1000 uL 1000 uL

* Proporcionada por Aisel Pascual del grupo de la Universidad de La Habana.




Reactivo F (pepsina) [21.78 uL. ~ |-====mmm- | e

Pasar por un filtro. Transferir a una celda de cuarzo y leer absorbencia a 280 nm. Si bien
al blanco se le afiade pepsina después del TCA, esto es para asegurarse que todas las

muestras tengan aproximadamente la misma proporcion de elementos.

7.4 Resonancia superficial de plasmones (SPR).

Los plasmones son oscilaciones colectivas de los electrones de conduccion sobre una
placa metalica. El equipo emite ondas de sonido, estableciéndose un proceso de
resonancia entre el campo electromagnético incidente y los plasmones, que al pasar por
el chip o biosensor cambian su angulo de refraccion segin la masa total adherida a la
placa del biosensor, produciéndose el acoplamiento de los plasmones a angulos de
incidencia cada vez mayores, debido al cambio de medio por la onda incidente en un
rango de 100-200 nm. El angulo se elige preferentemente a la derecha del minimo de
reflectividad porque en esa zona las pendientes de las curvas de reflectividad antes y
después (de la formacion de la pelicula o adsorcion de las moléculas) son practicamente
paralelas, y en consecuencia el aumento en la reflectividad es directamente proporcional
al corrimiento del minimo (que también es proporcional al espesor o masa adheridas a la
superficie) (Stefani, 2001). Cada medio tiene un indice de refraccidon propio, por lo que
un cambio de solucion buffer provocaria un cambio de refraccidn, y un corrimiento de
la linea base (valor de respuesta constante). La resonancia superficial de plasmones
permite visualizar en tiempo real la asociacion y disociacion de dos proteinas,
obteniéndose constantes de asociacion y disociacion. Una proteina es inmovilizada en
una condicién de un orden de magnitud por debajo de su punto isoeléctrico, esto para
promover la union covalente a los carboxilatos previamente activados sobre la matriz de
dextrano de la placa de oro del chip usado en el experimento, asi, se hacen las
inyecciones de la fase mévil en concentraciones variantes. La sensibilidad del equipo es
de una unidad de resonancia (RU), que equivale a un picogramo. La calibracion del
equipo fue hecha por el fabricante, usando proteinas marcadas radioactivamente,
obteniéndose una relacion directamente proporcional del peso molecular de las
proteinas contra la resonancia medida en el equipo (van der Merwe, 2001). Es necesario
tener una linea base estable en la repuesta (un valor de respuesta en RUs constante) al
momento de hacer la inyeccion. Si hay un cambio de buffer al momento de la corrida,
habra un corrimiento de la linea base, esto debido a que la onda incidente tendra un

angulo de refraccion distinto al de justo antes de cambiar el buffer, y que supuso un




cambio de medio. Después de la inyeccion, se hace un tratamiento estadistico con el
programa BlAevaluation 3.1 de la computadora del equipo, ingresando la concentracion
molar del elemento en fase movil, y ajustando los parametros necesarios. De dicho
tratamiento, el programa regresa un grafico de residuales, que son las diferencias entre
el modelo generado por el equipo y los datos experimentales, algunos otros valores
estadisticos, como desviacion estandar, las velocidades de asociacion y disociacion y el
valor de la Ky, que para el caso de complejos enzima-inhibidor equivale a la K, que es
el valor realmente importante, ya que es una idea cuantitativa de la cantidad de
complejo formado, en tanto que las graficas proporcionan una idea cualitativa. Todo el
tratamiento estadistico en conjunto puede mejorarse conforme se toma en cuenta un
nimero mayor de inyecciones. Es posible determinar las constantes de disociacion de
dos sitios de unién de unién para una misma proteina por un mismo ligando. Ademas es
posible hacer una seleccion a partir de las variantes de una biblioteca de ligando contra
la proteina inmovilizada. Se debe considerar el rendimiento de la masa total de proteina
de la inyeccion contra la respuesta en RUs, serd comparable si la respuesta es del mismo
orden o si esta un orden de magnitud por debajo, también este criterio debe tomar en
cuenta las condiciones de la inyeccion, a fin de favorecer un reconocimiento 6ptimo.
Este método esta entre los mas confiables, es muy sensible, ya que puede calcular
constantes de disociacidon picomolares, es reproducible y es repetible. Se puede estudiar
el acoplamiento de una proteina en fase movil sobre una proteina de membrana
soportada por el chip. Existe gran numero de articulos originales que reportan el calculo
de constantes de disociacion mediante el uso de resonancia superficial de plasmones
desde que se pusieron en el mercado los primeros equipos, si bien no es un método mas
extendido, ya que el equipo es caro, por lo que es necesario aprovecharlo, dentro del
grupo y con los demas grupos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Incluso hay
revistas especializadas en este método, como Biosensors y Biacore Journal, Un ejemplo
es el trabajo de tesis para recibir el titulo de bidlogo presentado por Everardo Rodriguez
(Facultad de Ciencias, UNAM; 2007), que realiz6 sus experimentos por este método
con el equipo del labolatorio: Seleccion de y caracterizacion de fagoanticuerpos contra
melitina por resonacia de plamones superficiales (SPR). El modelo del equipo utilizado

es BIAcore X de Biacore®.

7.4.1 Pruebas de pre-concentracion.

La pre-concentracion es la prueba en que se obtiene altas concentraciones del ligando



cerca de la superficie para la unidon, usando las cargas electrostaticas entre los
carboxilatos de la matriz de dextrano y la proteina a inmovilizar (van der Merwe, 2001).
Durante este proceso previo a la inmovilizaciéon deben ponerse a prueba dos
caracteristicas importantes para la optimizacion de la inmovilizacion del ligando; el
conocer la concentracion correcta de éste y las condiciones de las soluciones
amortiguadoras (buffer) con el que se pueda mejorar el acoplamiento (van der Merwe,

2001). Por esto existen algunas reglas a seguir:

1. Evitar que los componentes de la solucion compitan con el ligando para
reaccionar con los grupos de carboxilo de la superficie (no usar soluciones con
aminas primarias).

2. La inmovilizacion es posible utilizando soluciones con una unidad de pH por
debajo del punto isoeléctrico del ligando, ya que en ésta condicion el ligando
estd cargado positivamente, permitiendo la atraccion entre las cargas del ligando
y las negativas de la superficie del biosensor.

3. La fuerza idnica de la solucién del ligando debe ser baja.

4. La concentracion del ligando a inyectar debe estar en un rango de entre 20-50 ug
dependiendo del peso molecular (van der Merwe, 2001).

Se hizo una prueba de preconcentracion de ShPI-I a 25 °C, inyectando 35 uL a una
concentracion de 8 mg/mL en solucion reguladora de fosfatos 4 mM pH 7 a un flujo de

5 uL/s, que resultaron ser las condiciones Optimas para inmovilizar a ShPI-1.

7.4.2 Inmovilizacion de ShPI-I.

Ya que se obtuvieron las condiciones para inmovilizar a la proteina, se elige el tipo de
union quimica para la inmovilizacion al biosensor, que en éste caso fue de tipo CMS,
cuya superficie es una matriz de carboxilatos que ofrece gran flexibilidad para la
quimica de inmovilizacion y provee un ambiente hidrofilico para la interaccion entre las
moléculas. La union de ShPI-I, que fue el ligando inmovilizado con la matriz se hizo
con el kit amino coupling (BIAcoreX®), por medio de una mezcla de N-
hidroxisuccinimida (NHS) y N-etil-N'-(dimetil-aminopropil)-carbamida (EDC), los
ésteres reaccionan espontaneamente con las aminas y otro grupos nucleofilicos de la
matriz para formar enlaces covalentes, esto para desproteger a los carboxilatos de la
matriz, previo a la inyeccion de la proteina. Los carboxilatos estdn libres para formar

enlaces peptidicos con el extremo amino de la proteina a inmovilizar. Se inyecté un



volumen de 35 pL de la mezcla de EDC y NHS.
Se inmovilizé ShPI-I a una concentraciéon aproximada de 0.8 mg/mL, usando un
regulador de fosfatos 4 mM pH 7, con el orden siguiente:

1) Mezcla de EDC/NHS, 35ul

2) ShPI-I135pl (0.8 mg/ml)

3) Etanolamina-HCI 35ul

4) Hidroxido de sodio (NaOH, 5SmM) 5ul
Se pes6 una masa inicial de 3.5 mg de pepsina disuelta en 1 mL de regulador de fosfatos
4 mM pH 7, teniendo una concentracién inicial de 1 x 10™* M, de donde se hicieron una
serie de diluciones 1:10 usando siempre el regulador de pH 7, hasta llegar a una
concentracion de 1 x 10° M (1 nM), y al momento de hacer la inyeccion de la pepsina
almacenada en el regulador de fosfatos 4 mM pH 7 fue llevada a pH 3 usando regulador
de acetatos 4 mM pH 3, teniendo una concentracion final de 0.1 nM y haciendo pasar el
regulador de pH 3 a un flujo de 5 pl/s, se inyectaron 100 pL. Es necesario dejar
encapsuladas dos burbujas de aire, esto para separar y marcar el flujo que lleva la
proteina del que no. La regeneracion de la placa del chip se hizo cambiando el regulador
al terminar la inyeccion al de fosfatos pH 7.
Es necesario hacer inyecciones de NaOH en concentraciones bajas a altas (5 -50 uM),
segiin se requiera, esto para remover los remanentes sobre la matriz unidos no

especificamente previo a cada inyeccion.



8.0 RESULTADOS.

8.1 Cromatografia de tamiz molecular.

Por un lado, hay un corrimiento en el volumen eluido del pico de pepsina hacia la
derecha a medida que aumenta el pH. Si bien en pH 3, el peso de pepsina para las
corridas fue el mismo, en la tercera corrida hubo una disminucién en la absorbancia y
un pequefio corrimiento a la derecha. Por otro lado, a pH 7 hay una inversion en el
sentido del corrimiento en el volumen eluido, el pico aparece a la izquierda de los
demas (ver Fig. 12).

En pH 3, hay un corrimiento del pico de la pepsina hacia la izquierda en la corrida de la
solucién de pepsina e inhibidor con relacioén al pico de la corrida de la solucion de
pepsina sin inhibidor. El pico de pepsina tiene un area bajo la curva del 38 % de la del
pico del complejo de pepsina-ShPI-1, calculada por la computadora del equipo. La
repeticion del experimento muestra que se conserva la relacion de area, con un pequefio
corrimiento hacia la derecha de toda la curva, con una altura menor en cada pico (ver
Fig. 13). El pico mayor de la corrida de pepsina e inhibidor fue concentrado, llevada la
solucion a pH 4.5 e inyectada para hacer otra corrida en éste pH, habiendo dos picos que
tienen los mismos tiempos de retencion cada uno por separado en comparacion con los
picos de las corridas en pH 4.5 de pepsina e inhibidor donde las soluciones sélo

contienen a un elemento (ver Fig. 14).
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Fig. 12 Perfil de elusion de pepsina a lo largo del pH. Hay una tendencia de corrimiento del pico de la

pepsina a ser mayor el volumen eluido conforme aumenta el pH, mientras que a pH 7 hay una inversion



en el sentido del volumen eluido. Cada curva corresponde a un experimento independiente. En color rojo

se muestran las corridas de pH 3, en azul las de pH 4, en magenta la de pH 4.5 y en azul claro la de pH 7.

Complejo pepsina-
ShPI-I

' | Pepsina

\‘ : ShPLI

-
-
- = - =

1]

=

Fig. 13 Perfil de elusién de pepsina y del complejo de pepsina- ShPI-I en pH 3. Se observa que hay un
corrimiento del pico de la muestra de la solucion que contiene al complejo con respecto al pico de
pepsina. El area bajo la curva del pico de pepsina es el 38 % del pico del complejo pepsina-ShPI-I,
calculada con la computadora del cromatoégrafo. Se muestran dos experimentos independientes, la curva
continua en color ocre la primer corrida y la curva punteada en azul es su repeticion. La repeticion del

experimento muestra que se conserva la relacion de area, con un pequefio corrimiento hacia la derecha de

toda la curva, con una altura menor en cada pico.
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Fig. 14 Perfil de elusion de pepsina, de ShPI-I por separado y en la misma solucion en pH 4.5. Se
muestran experimentos independientes. La curva en color rojo muestra la corrida de pepsina y ShPI-I, se

observa que el cambio de solucion buffer de pH 3 a 4.5 caus6é que el complejo pepsina-ShPI-I del



experimento anterior se disociara. En color azul se muestra la corrida de pepsina y en color verde se
muestra la corrida de ShPI-I, indicando que tanto la pepsina como ShPI-I por separado tienen cada uno un
tiempo de retencion que se corresponde con los tiempos de retencion de la corrida de la solucion que los

contiene a los dos.

8.2 Electroforesis en gel desnaturalizante SDS-PAGE.

Se observan bandas de péptidos de distintos tamanos, siendo la mas comun la banda de
aproximadamente 35 kDa, hay otras bandas discretas de menor peso molecular bien
definido. Hay bandas discretas de péptidos a pH 4 (ver Fig. 15, carril 2 y Fig. 18, carril
3), mientras que a pH 7 casi exclusivamente se ve la banda de 35 kDa (ver Fig. 16,
carril 3, Fig. 17, carril 2 y Fig. 18, carril 2). Con el cambio de pH 7 a 4 se observan en el
gel 2, varias bandas discretas de péptidos, siendo la mas notoria la de 35 kDa (ver Fig.
16, carril 2), mientras que en el gel 4, la tnica banda es la de 35 kDa (ver Fig. 18, carril
3). En el carril de la pepsina que estuvo en la columna de cromatografia en la corrida de
pH 4, y que fue recibida en pH 7 se observan bandas discretas de péptido tanto en el gel
3 como en el 4 (ver Fig. 17, carril 1 y Fig. 18, carril 4). En general se observa que los
marcadores de peso molecular se encontraban en malas condiciones, ya que no se
distinguen las bandas discretas de cada proteina, sino mas bien un barrido, excepto para

los geles 2 y 4.

Fig. 15 SDS-PAGE de pepsina a pH 4. El carril 1 corresponde al marcador de pesos moleculares de
6,500-66,000 Da, el carril 2 es la pepsina de la cromatografia en pH 4, los carriles 3 y 4 son los
marcadores de pesos moleculares de 36,000-205,000 Da. Se observa una banda mayoritaria alrededor del

peso molecular mayor en la muestra de la corrida a pH 4.



Fig. 16 SDS-PAGE de la pepsina en condicion de pH 7 y dialisada en pH 4 y de la pepsina en pH 7. El
carril 1 corresponde al Marcador de pesos moleculares de 6,500-66,000 Da, el carril 2 es la pepsina en
pepsina de la cromatografia en pH 7 y dialisada en pH 4, el carril 3 es la pepsina en pH 7, el carril 4 es el
marcador de pesos moleculares de 36,000-205,000 Da. Se observan bandas discretas de la muestra de la
corrida a pH 7 y que fue dialisada en pH 4. En la muestra de la corrida de pH 7 se observa una banda

predominante en el peso molecular mayor y pequeias bandas discretas en una proporcion mucho menor.

Fig. 17 SDS-PAGE de la pepsina en pH 4, y que fue recibida en pH 7 y de la pepsina en pH 7. El carril 1
corresponde a la pepsina de la cromatografia en pH 4 y recibida en pH 7, el carril 2 es la pepsina en pH 7
y el carril 3 es el marcador de pesos moleculares de 6,500-66,000 Da. Se observan bandas discretas,
siendo la que estd en mayor proporcion la del peso molecular mayor. En pH 7 se observan bandas

discretas, como en el gel anterior.



Fig. 18 SDS-PAGE de pepsina en todas las condiciones de pH mencionadas antes. El carril 1 corresponde
al marcador de pesos moleculares de 6,5000-66,000 Da, el carril 2 es la pepsina en pH 7, el carril 3 es la
pepsina en pH 4, el carril 4 es la pepsina en pH 7 y dialisada en pH 4 y el carril 5 es la pepsina en pH 4 y
dialisada en pH 7. En pH 7 se observan bandas discretas, siendo la predominante la de peso molecular de
alrededor de 35 kDa. En pH 4 se observan bandas discretas, siendo méas abundantes las de peso molecular
de alrededor de 10 y 5 kDa. En la muestra concentrada en pH 7 y dialisada contra pH 4 se observan
bandas discretas, siendo la predominante la de 35 kDa. En la muestra de pH 4 y dialisada en pH 7 se
observan bandas discretas en proporciones similares las de 35 y 10 kDa y en menor proporcion la de 5

kDa.

8.3 Ensayos de actividad enzimatica.

El maximo de actividad de la pepsina se da a pH 2, mientras a pHs mayores la actividad
de la pepsina es menor, ya que so6lo un aumento de media unidad de pH provoca una
disminucion al 37.6% de actividad, y a pH 8 la actividad es de 0%. En los experimentos
de recuperaciéon de actividad se observa que la pepsina tiene una cierta actividad (ver
Fig. 19).

La repeticion de los experimentos confirma que el aumento del pH causa la inactivacion
de la pepsina, en contraste, muestra que la recuperacion de actividad es menor que la
mostrada en los resultados de los experimentos descritos en el parrafo anterior, y con un
aparente paralelismo a la actividad en funcion del pH, sin embargo, la pepsina tiene una
actividad significativa tras estar un tiempo en pH 5 (60 % de la actividad original) (ver
Fig. 20).
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Fig. 20 Actividad de la pepsina en funcién del pH. La actividad 6ptima de la pepsina es maxima en pH 2,
con un decaimiento exponencial de la actividad conforme aumenta el pH. La recuperacion de actividad es

importante. Una unidad produce 0.01 de absorbancia a 280 nm.

En el experimento para evaluar la inhibiciéon de ShPI-I sobre la pepsina se obtuvieron

los siguientes datos de la actividad de pepsina:

Pepsina sola 79.31 unidades
Pepsina + ShPI-1 30.1 unidades
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Fig. 20 Actividad de la pepsina en funcion del pH (repeticion). Se corrobora que el 100% de actividad se
presenta alrededor de pH 2, y que la actividad decae al aumentar el pH. En contraste, la recuperacion de
actividad no es tan importante, y aparentemente paralela a la actividad en funcion del pH, aunque es

notable que a pH 5 se recupera un 60% de la actividad.

Se obtuvo una inhibicion del 40% sobre la actividad de pepsina en la repeticion de éste

experimento.



8.4 Resonancia superficial de plamones (SPR).

Se observa un corrimiento de la linea base (ver Fig. 21). La interaccion entre la pepsina
y ShPI-I mostrd una respuesta de 20 unidades de resonancia (RUs), que equivalen a 20
picogramos durante la asociacion, y al final de la inyeccion, la diferencia de resonancia
con respecto a la linea base quedd en 10 RUs a causa de la disociacion. Hay una
asociacion rapida (k, = 1.6 x 10 st M y una disociacion lenta (kg = 4.7 x 10°5 s,

calculadas con BIAevaluation 3.1 (ver Fig. 22).
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Fig. 21 Sensograma de la inyeccion de pepsina a una concentracion de 0.1 nM en pH 3. Hay un

corrimiento de la linea base.
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Fig. 22 Cinética. El sensograma muestra el ajuste cinético de los datos obtenidos por RSP mediante el

programa BIAevaluation 3.1. En la curva se observan los cambios a nivel de asociacion y disociacion.



9.0 CONCLUSIONES.

9.1 Cromatografia de tamiz molecular.

Se observan dos fendmenos involucrados en el comportamiento cromatografico de la
pepsina segun varia el pH: el corrimiento del pico de la pepsina hacia la derecha
conforme aumenta el pH puede indicar que hay una interaccion con la columna, y que
¢ésta involucra la compactacion del volumen hidrodindmico, por lo que se ocultarian
algunos residuos, en especial los aminoacidos aromaticos, como lo es el triptofano, que
ocurre en 5 ocasiones en toda la secuencia de la pepsina, y con ello se reduciria la
absorbancia, si se oculta uno, se reduce la absorbancia en un 20%. La disminucion en la
absorbancia y el pequefio corrimiento del pico de la pepsina en la tercera corrida hacia
la derecha son atribuibles a que entre la segunda y la tercera corrida hubo un
reempacamiento de la columna. La inversion del sentido en el corrimiento en la pepsina
eluida en pH 7, que aparece a la izquierda de las demds indica un evento de
dimerizacion de la pepsina, es decir, la presencia de moléculas de pepsina unidas
covalentemente (ver Fig. 12), que podria saberse esto con un montaje de un gel nativo.
El corrimiento del pico de la pepsina a pH 3 hacia la izquierda en la corrida de pepsina e
inhibidor en relacion al pico de la corrida de la solucion de pepsina sin inhibidor,
indicando la formacion del complejo pepsina-ShPI-I. El pequeiio corrimiento de toda la
curva hacia la derecha y la disminucion en la absorbancia en la repeticion de éste
experimento son atribuibles a que entre esas corridas tuvo lugar un reempacamiento de
la columna (ver Fig. 13).

El complejo formado en pH 3 es disociado s6lo por el cambio de pH cuando el
concentrado se disolvio en pH 4.5 y se inyectd en otra corrida a ese pH, y la pepsina y el
inhibidor tienen los mismos tiempos de retencion comparandolos con las corridas en
donde soluciones sdlo contienen a uno, indicando que la interaccion de pepsina y ShPI-I

para formar el complejo solo se da en un intervalo de pH acido (ver Fig. 14).

9.2 Electroforesis en gel desnaturalizante SDS-PAGE.

La banda de péptido mas comun es la de aproximadamente 35 kDa, que indica que se
trata de pepsina, las otras bandas de menor peso molecular bien definido son fragmentos
de proteina producto de la autoproteolisis de la pepsina, que reafirman las referencias de

ser una proteasa con preferencia por sitios de corte muy especificos.



La pepsina tiene una cierta actividad a pH 4, aunque no es del 100% (ver Fig. 15, carril
2 y Fig. 18, carril 3), mientras a pH 7 la actividad es casi inexistente (ver Fig. 16, carril
3, Fig. 17, carril 2 y Fig. 18, carril 2). El cambio de pH 7 a 4 promovié una cierta
recuperacion de la actividad, aunque no total (ver Fig. 16, carril 2) y de una forma no
reproducible (ver Fig. 18, carril 4). La pepsina mostré una actividad autoproteolitica
solo en el tiempo que estuvo en la columna de cromatografia en la corrida de pH 4, ya
que se observan productos de prote6lisis ain con el cambio a pH 7 (ver Fig. 17, carril 1

y Fig. 18, carril 5).

9.3 Ensayos de actividad enzimatica.

La primera serie de experimentos confirma que el maximo de actividad de la pepsina se
da a pH 2, y que a medida que aumenta el pH la actividad de la pepsina baja
considerablemente, siendo totalmente inactiva en pH 8, dicha pérdida de actividad se
explica por una afectacion al mecanismo catalitico. En los experimentos de
recuperacion de actividad se observa que la pepsina es capaz de recuperar en un grado
importante la actividad a causa del cambio a pH 2 (ver Fig. 19).

La segunda serie de experimentos reafirma que el aumento del pH causa la inactivacion
de la pepsina, en contraste, muestra que la recuperacion de actividad es menor que la
mostrada en los experimentos anteriores, aparentemente paralela a la actividad segin el
cambio de pH, y a pH 5 la pepsina recupera actividad de manera importante (ver Fig.
20).

La pérdida de actividad no esta involucrada con una desnaturalizacion considerable, y si
con la afectacion del mecanismo catalitico en que se realizaron los ensayos de actividad,
ya que como se menciond anteriormente, es necesaria la protonacion de un residuo de
acido aspartico y la desprotonacion del otro residuo de acido aspartico en el sitio activo,
lo que sucede en el intervalo de 1 a 5 de pH, asi como la existencia en pHs
medianamente 4cidos de una conformacion similar a la nativa dominante, aunque
cataliticamente inactiva.

La adicion de ShPI-I provocd una inhibicion de alrededor del 50% sobre la actividad de

la pepsina en condiciones dptimas de actividad y en concentraciones equimolares.

9.4 Resonancia superficial de plamones (SPR).
Se inyectaron 100 pL la pepsina a una concentracion de 0.1 nM, dado que la pepsina

tiene un peso molecular aproximado de 34,500 Da:



0.1nM=0.1x10°M=1x 10" moles/L
100 pL=0.1 mL=1x 10*L
34,500 Da = 34,500 g/mol de proteina

1 x 10" moles/L x 1x 10* L =1 x 10" moles x 34,500 g/mol = 0.345 ng = 345 pg

345 picogramos son comparables con 20 picogramos, que fue la respuesta de asociacion
de pepsina a ShPI-I, aunque el rendimiento fue muy poco, debido quizd a que la
recuperacion de actividad de la pepsina es muy poca cuando es incubada en un pH
mucho mayor que 2 (ver Fig. 21).

El corrimiento de la linea base es debido a un cambio en la solucion buffer usada, de pH
7 a 3, indicando un cambio de refraccion por el medio. La pequefia fluctuacion de la
repuesta justo antes de la inyeccion es debida a la presencia de dos burbujas de aire al
frente de la muestra que sirven para marcar y separar el flujo de la muestra inyectada
con proteina del que no la lleva. El corrimmiento de la linea base del ajuste con respecto
a la expermiental, es debido a que el programa pone la linea base de ajuste en el tiempo
cero de la asociacion. La asociacion rapida (k, = 1.6 x 10° s'M™) y una disociacion
lenta (kg = 4.7 x 107 s}, indican que es un reconocimiento especifico con una débil
interaccion en concentraciones muy por debajo de la saturacion, estando en el limite de

la sensibilidad (ver Fig. 22).

9.4.1 Estimacion de la constante de disociacion del complejo pepsina-ShPI-I en el
experimento de Resonancia Superficial de Plasmones (SPR).

Se obtuvo un valor para la constante de inhibicion calculada por el equipo de resonancia
superficial de plasmones de 3.3 x 10 M, recordando que este método es muy preciso,

por ser altamente sensible y poder calcular constantes picomolares de disociacion.



10.0 CONCLUSIONES GENERALES.

La pepsina tiene inhibiciéon con el aumento de pH, ya que como todas las proteasas
asparticas tienen sus maximos de actividad en pHs 4cidos, y una relacion inversamente
proporcional del pH contra la actividad, siendo esta nula a pH 8.

La recuperacion de la actividad es no reproducible y no es total, particularmente en pH
5 se recupera de la actividad en un grado importante. La formacion del complejo de
pepsina y ShPI-I sélo se da en un intervalo de pH y en donde la pepsina conserva la
actividad de manera importante, ya que el cambio de pH de 3 a 4.5 provoca la
disociacion del complejo, y si bien, el complejo es formado, y la interaccion es
especifica, y no es muy fuerte, cumpliendo con los objetivos particulares y con el
objetivo general.

El valor de la constante de inhibicion obtenido por el equipo de resonancia superficial
de plasmones es de K; = 3.3 x 10® M y aporta una idea cuantitativa sobre qué tan afin es
el inhibidor para la pepsina, si bien Delfin y colaboradores reportaron inhibicion de
ShPI-I sobre proteasas serinicas, cisteinicas (tiolproteasas) y asparticas, no han
propuesto qué tipo de inhibicion tiene (Delfin ef al., 1996).

No es posible obtener una muestra proteica del complejo para cristalizar y después
determinar su estructura, ya que en éste caso la muestra es heterogénea, es decir, se
encuentran la pepsina, ShPI-I y el complejo en solucidn, y considerando que el valor la
Ki, esta en el orden de 107, apoya la idea de que ShPI-I no es un buen inhibidor de
pepsina, ya que una inhibicién estd en el orden de 107, 10,107"% por lo que se
encuentra hasta tres 6rdenes de magnitud por arriba de los valores para un buen
inhibidor, rechazando asi la hipdtesis propuesta.

Seria necesario aumentar mucho la concentracion de ambas proteinas para volcar el
equilibrio hacia la formacion del complejo.

Como aportacion del presente trabajo se desprende que es posible obtener un inhibidor
proteico con mayor afinidad sobre pepsina, como modelo de proteasas asparticas por
disefio racional de proteinas a partir de ShPI-1, haciendo posible la migracion hacia la
inhibicion especifica de pepsina, y que ademas pueda estudiarse estructuralmente.
También es conveniente hacer un modelo de interaccion in silico entre pepsina y ShPI-I
para dar una idea de los aminodcidos que participan diferencialmente en la formacion
del complejo, y entonces hacer el disefio sobre un niimero relativamente pequefio de
aminodcidos.

En caso de que el inhibidor hubiera tenido un efecto significativo sobre pepsina, y



considerando que el complejo se forma en pH 3, seria necesario montar un kit de
cristalizacion propio, ya que el pH mas bajo de los kits comerciales es de 4, con lo que
se hubiera complicado sobremanera el cumplir con la obtencion de un cristal del

complejo.
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