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RESUMEN

En la presente tesis se realizo la caracterizacion termodinamica de la union de la proteasa cisteinica
quimopapaina (carboximetilada en su -SH catalitico) a la cistatina C humana (CCH), la cual es un
inhibidor reversible natural de las proteasas cisteinicas. La afinidad de la CCH por proteasas
cisteinicas tipo papaina incluidas las catepsinas, oscila de acuerdo con las constantes de union (Ku)
entre 106 y 10'* ML, La calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) es una de las técnicas mas Utiles
para caracterizar la termodindmica de interaccion intermolecular, permitiendo separar la energia libre
de unién (4Gu) en sus componentes entélpico (AHu) y entropico (TASu). Esta informacion, junto con
los cambios estructurales que se producen durante la asociacion, podria permitirnos comprender mejor
las bases moleculares que llevan a esa variacion considerable en la afinidad. La CTI requiere
concentraciones de proteina de al menos 10-100 uM para obtener datos confiables; sin embargo, es
conocido que la CCH es propensa a formar dimeros y oligdmeros de orden superior a través de un
mecanismo de intercambio de dominios a partir de concentraciones de 16.0 uM, perdiendo su
capacidad inhibitoria. Nilsson y col., 2004, mostraron que al introducir un enlace disulfuro en la CCH
silvestre mediante las mutaciones puntuales L47C y G69C, se inhibe el reacomodo de los dominios
manteniendo el estado monomérico de la proteina. Esta forma de cistatina C estabilizada (CCE), se
obtuvo por mutagénesis dirigida del vector que contiene el gen de la CCH madura incluyendo el codén
de inicio. Ambas proteinas, CCH y CCE, se purificaron del sobrenadante de lisis en tres etapas
cromatograficas, mientras que la quimopapaina se inactivé por carboximetilacion de su Cys catalitica,
y purificé por cromatografia de intercambio cationico. Se realiz6 un estudio comparativo de la
termodindmica de unién de la proteasa cmQ con la cistatina C silvestre y su mutante estabilizada,
comparando ademas las propiedades estructurales, estabilidad térmica y oligomerizaciéon de ambos

inhibidores.

Se efectud el estudio calorimétrico de la formacion de los complejos cmQ-CCH y cmQ-CCE en
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0 y fuerza i6nica de 0.1 M ajustada con NaCl. Por CTI se
determinaron los parametros termodinamicos asociados a la formacion del complejo: Ku, AHu, TASu
y AGuy, asi como el numero de sitios de union (n), al ajustar los datos al modelo de sitios de union
idénticos e independientes. El valor del AC, se obtuvo de la dependencia térmica de la entalpia, al
realizar titulaciones isotérmicas a distintas temperaturas. Ambos sistemas mostraron afinidades
moderadas con una Ky del orden de 10° M, aunque ligeramente mayor para el complejo cmQ-CCE,
y una entalpia de union exotérmica que se hace mas negativa a temperaturas mayores dado que el 4Cp

para ambos sistemas es negativo.
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Se construyd un modelo atomico para cada complejo quimopapaina—Inhibidor, por el acoplamiento
rigido de las estructuras 3D individuales. Para el caso particular de CCH su estructura 3D se model6
de la estructura 3D de la CCE al cambiar los residuos C47 y C69 por L y G respectivamente. Tanto
las estructuras de los inhibidores como de los complejos se sometieron a una simulacion de dinamica
molecular durante 200 ns en solvente explicito a 350 K y 450 K. La CCE mostrd un aumento en la
estabilidad estructural en comparacion con la CCH, al tardar més del doble de tiempo en perder su
conformacién de hélice a a 450 K esto concuerda con los resultados de CDB en los que CCE muestra
una mayor estabilidad térmica que CCH, con un aumento en la T de 11 °C. El andlisis de la interfaz
de los complejos identificé a un radio de corte de 3.0 A que estos se mantienen unidos principalmente
por la formacion de puentes de hidrdgeno e interacciones ionicas. Los valores de AC, determinados a
través de modelos semiempiricos de area superficial accesible al solvente son menos negativos que
los determinados experimentalmente, lo que sugiere la posible fijacion de moléculas de agua en la
interfaz predominantemente de estos complejos. Asimismo, los valores de AHy calculados con los
modelos de area superficial son bastante mas exotérmicos que los experimentales, lo que nos hace
suponer que los coeficientes de proporcionalidad Axp y Ahap N0 son del todo adecuados para este tipo

de complejos.
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1.INTRODUCCION
1.1 Proteinas

Todos los seres vivos estadn constituidos por células, las cuales deben el 50% de su peso seco a
macromoléculas biologicas conocidas como “proteinas”. Las proteinas se forman a partir de un
conjunto ubicuo de 20 moléculas organicas llamadas aminoacidos (AA), los cuales presentan una
estructura comun formada por un atomo central de carbono (C,) unido a un grupo amino (NH2), un
acido carboxilico (COOH), un 4tomo de hidrégeno (H) y a una cadena lateral de grupo variable que
le confiere diferentes caracteristicas fisicoquimicas a cada aminoacido.! Los aminoacidos se unen por
enlaces peptidicos, formando largas cadenas, donde el conjunto de fuerzas atractivas y repulsivas
creadas entre las cadenas laterales de los AA impulsan el plegamiento de la cadena en un espacio
tridimensional. El proceso de plegado que equilibra todas las fuerzas generadas entre los AA descansa
en una estructura tridimensional compacta que a primera vista parece un cadtico amontonamiento de

atomos, pero un analisis detallado revela una estructura compleja, organizada de manera jerarquica.'?

Como primer escaldn de esta organizacion se encuentra la estructura primaria, que es la secuencia
ordenada de aminoacidos formando una cadena polipeptidica. Esta cadena en ciertas regiones adopta
formas simples, tales como hélices o, conformaciones  y giros, tales estructuras se denominan
elementos secundarios y constituyen colectivamente la estructura secundaria que es el segundo nivel
en la organizacién espacial de las proteinas. Los elementos secundarios que se dan de manera local y
a lo largo de la cadena polipeptidica tienden a doblarse generando una estructura tridimensional
compacta conocida como estructura terciaria, que es la forma biol6gicamente activa de la proteina y
su alteracion la vuelve parcial o totalmente inactiva, y a menudo se le conoce como la estructura nativa

de la proteina.®

Estos tres niveles de organizacidn estructural existen en todas las proteinas, aunque se pueden observar
desviaciones en la estructura terciaria de algunas proteinas. Por ejemplo, las proteinas fibrosas tienden
a adquirir una forma alargada, que incluye un arreglo de elementos secundarios, pero carece del
pliegue tridimensional complejo caracteristico. Adquirir la estructura terciaria puede ser comuan a la
mayoria de las proteinas, pero no es necesariamente el ultimo nivel de organizacion de éstas. Algunas
proteinas incluyen mas de una cadena. En tales casos, cada cadena se pliega por separado en una
estructura terciaria, y luego se une a las otras para formar un complejo biolégicamente activo. Este
tipo de organizacion constituye el cuarto y ultimo nivel de organizacion estructural, y se denomina

estructura cuaternaria. En este sentido, cabe sefialar que muchas proteinas tienden a interactuar
2



fisicamente con otros miembros de su via bioquimica. Sin embargo, estos complejos temporales no
se consideran estructuras cuaternarias, ya que las proteinas individuales que los componen también

son activas cuando se separan.

Por otro lado, la cadena de amino&cidos es el componente primario y central de la proteina, pero no
necesariamente el Unico componente, algunas proteinas pueden incluir otros atomos o moléculas

pequefias, que son necesarias para su funcionamiento y/o estabilidad. 23

Las proteinas desempefian un papel multifuncional por lo que son capaces de formar redes y complejos
proteinicos en procesos celulares como la replicacién, transcripcion y traduccion del ADN, el
metabolismo del ARN, control del ciclo celular, metabolismo energético, transduccién de sefiales,
transporte de metabolitos, macromoléculas y otras sustancias tanto en el interior, como intercambio
con el medio externo, desintoxicacion, respuesta inmune, funciones estructurales como andamiaje
celular (citoesqueleto y estructura de organelos), contraccion muscular, ensamblado de membranas,

etc.14
1.2 Enzimas

La velocidad con que se efectGan practicamente todas las reacciones bioquimicas que ocurren en las
células se debe a catalizadores proteinicos conocidos como enzimas. Las enzimas ayudan a disminuir
la barrera energética requerida para que una reaccion se lleve a cabo. Estas son altamente especificas
y la mayoria cataliza una sola reaccion. Ademas, al trabajar a bajas concentraciones, no se altera el
equilibrio de las reacciones. A diferencia de los catalizadores inorganicos, cada clase de enzima cuenta
con cavidades Unicas donde unen al sustrato, denominada sitio activo. El sitio activo no solo une al
sustrato, sino que varias de las cadenas laterales de los AA que se encuentran en este sitio participan

de forma activa en el proceso catalitico.??

La alta especificidad de las enzimas puede ser explicado por la complementariedad que existe entre
las estructuras del sitio activo y el sustrato representado de manera sencilla por el modelo de Ilave-
cerradura propuesto por Emil Fischer en 1894 6, donde cada enzima se une a un Gnico tipo de sustrato.
Daniel Koshland 7 propuso el modelo de ajuste inducido (1958), que toma en cuenta la flexibilidad de
las proteinas, en éste las interacciones no covalentes entre la enzima y el sustrato modifican la
estructura tridimensional del sitio activo, generando un rearreglo del sitio con el sustrato, originando

la conformacién de un estado de transicion.



En algunos casos la actividad catalitica requiere de cofactores para poder catalizar una reaccion, estos
cofactores pueden ser iones 0 moléculas orgénicas pequefias denominadas coenzimas. Una actividad
enzimatica no regulada puede afectar el funcionamiento de las células y en humanos puede ocasionar
afectaciones a la salud, es por eso, que los organismos controlan la actividad enzimatica de forma
directa, a través de la union de activadores o inhibidores, o de manera indirecta, regulando la sintesis

de la enzima.?

Una clasificacion adecuada de las enzimas se dio gracias a la Union Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular, IUBMB, por sus siglas en inglés, la cual en 1964 establecié un comité para la
nomenclatura de enzimas. Actualmente cada enzima se clasifica y se nombra segun la reaccion que
cataliza de acuerdo con el esquema establecido por la comision. En este esquema, a cada enzima se le
asigna una clasificacion de cuatro nimeros precedido por las letras EC (Enzyme Commission) y un
nombre con dos partes denominado nombre sistematico. Las enzimas estdn agrupadas en seis

categorias que se resumen en la Tabla 1.1.58
Tabla 1.1. Principales tipos de enzimas categorizadas segun la reaccion que catalizan.

Clase enzimatica Ejemplo Reaccion catalizada

(o]
I

Oxidorreductasa Deshidrogenasa alcoholica CH;—CH,—OH + NADY —» CH;—CH + NADH + H*

HO—CH, O0—P—0—CH,
[ | .
Transferasa Hexocinasa oH + ATP i oM + ADP
HO OH HO OH
OH OH
aD-Glucosa a-D-Glucosa-6-fosfato
Hidrolasa Quimiotripsina Polipéptido  + H,0  ——p  Péptidos
i i
|
Liasa Descarboxilasa de piruvato CHy—C—C-—0" + H* i CH;—C—H + co,
Piruvato Acetaldehido Diéxido de
carbono
i i
(ij o Cr‘ o
+ —— +
Isomerasa Racemasa de alanina H—C——NH;, p— HyN——C—H
CHy CHy
D-Alanina L-Alanina
ATP  ADP + P;
il S
| / |-
Ligasa Carboxilasa de piruvato CHy—C—C—0" + HCO; —— 0—C—CH,—C—C—0
Piruvato Oxalacetato




1.2.1 Proteasas

Las proteasas pertenecen a las hidrolasas del grupo 3, subgrupo 4 (EC No. 3.4.). Son enzimas que se
encargan de hidrolizar los enlaces peptidicos formados entre los AA, por lo que su actividad catalitica
esta implicada en varios procesos, como la digestion, activacion de proenzimas y la apoptosis entre
otros. Las proteasas son indispensables en los organismos vivos para la sintesis de las biomoléculas
necesarias, para el control del tamafio, la forma, la rotacion y la composicion de las proteinas
fundamentales, ademas la hidrdlisis por proteasas es originadora de procesos biolégicos como la
replicacion del ADN. En un principio las proteasas eran extraidas de fuentes animales y vegetales, en
la actualidad los microbios aportan casi dos tercios de las proteasas comerciales disponibles en el
mercado. Las proteasas representan alrededor del 60% de las enzimas utilizadas comercialmente, por
lo que estas juegan un papel decisivo en diferentes sectores comerciales como el farmacéutico,

analitico, diagnéstico y reduccion de efluentes.® 1

Las proteasas pueden ser exopeptidasas o endopeptidasas dependiendo de su tipo de accién. Las
exopeptidasas realizan su actividad enzimatica Gnicamente en los extremos amino y carboxilo de la
cadena polipeptidica, por lo que se clasifican en dos grupos, aminopeptidasas y carboxipeptidasas.
Las endopeptidasas causan la escisién en aminoacidos que no estan en los extremos terminales y son
clasificadas de acuerdo con el tipo de aminoacido encargado de la actividad catalitica, se conocen seis
clases de endopeptidasas (i) proteasas cisteinicas, (ii) proteasas serinicas, (iii) treonina proteasas, (iv)

glutdmico proteasas, (V) proteasas asparticas y (vi) metaloproteasas (Tabla 1.2). 1112



Tabla 1.2. Principales tipos de proteasas. En la tabla se muestra la clasificacion de acuerdo con la
Enzyme Commission, asi como un ejemplo de estas.

Carboxipeptidasa Y
Proteasas Serinicas EC 3.4.21 Ser, His (Saccharomyces
cerevisiae)
Proteasas Papaina
o EC 3.4.22 Cys )
Cisteinicas (Carica papaya)
Proteasas Pepsina A
) EC 3.4.23 Asp, Tyr )
Asparticas (Homo sapiens)
Termolisina
Metaloproteasas EC 3.4.24 lon metélico (Bacillus
thermoproteolyticus)
HopB1
Treonina proteasas EC 3.4.25 Thr (pseudomonas
syringae)
Endoproteasas
) Colagenasa
(mecanismo
. EC 3.4.99 (Porphyromonas
catalitico ingivalis)
ingivalis
desconocido) Jng

1.2.2 Proteasas cisteinicas

Las proteasas cisteinicas (PC) estan presentes en todos los organismos vivos. Estas tienen funciones
fundamentales en el procesamiento y catabolismo de proteinas, aunque se les ve involucradas en
desordenes metabdlicos, el sistema nervioso y al encontrarse en diversos tejidos se piensa que
desempefian otras funciones. Hasta la fecha (consultado mayo 2019) se han descubierto 227 familias™®

de las cuales casi la mitad pertenecen a virus.*?

En 1937 se aislo y cristalizo por Balls y col.!* la primera PC, que provenia del latex del arbusto de
papaya (Carica papaya), a la que se le dio el nombre papaina, razon por la cual a estas proteasas
también se les conoce como tipo papaina.l® La papaina pertenece a la familia C1 de las PC, las cuales
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son proteinas con un peso molecular que oscila entre los 21 y 30 kDa. Estas enzimas muestran su
actividad hidrolitica méas alta en el intervalo de pH 4.0 a pH 7.0. Las proteasas cisteinicas de la familia
C1, se encuentran de manera abundante en las células y juegan un papel importante en procesos
intracelulares tales como el catabolismo de proteinas y péptidos. Se sabe que una mala regulacién de
la actividad enzimaética de estas proteasas en humanos es la causa de enfermedades como distrofia

muscular y osteoporosis. 1618

El sitio catalitico de las PC estd compuesto por una triada catalitica conformada por los residuos de
AA: cisteina, histidina y asparagina. El residuo protonado de histidina, presente en el sitio activo
funciona como donante de protones para el sustrato y mejora la nucleofilicidad del residuo de cisteina.
El ataque nucleofilico del residuo de cisteina al carbono del enlace peptidico reactivo produce como
primer intermediario un tioléster tetraédrico en la reaccion con liberacion del fragmento amino
terminal o amino del sustrato. Este intermediario se estabiliza por el enlace de hidrégeno entre el
oxianion y un residuo de glutamina altamente conservado. Posteriormente, el enlace tioéster se

hidroliza para producir un acido carboxilico a partir del fragmento de sustrato restante (Figura 1.1).18
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Figura. 1.1. Esquema del mecanismo de reaccion de las proteasas cisteinicas utilizando el sitio activo
de la papaina como ejemplo.®



Para prevenir la degradacion de proteinas no deseadas, al igual que otras enzimas proteoliticas, las PC
también se sintetizan como zimogenos. Los zimdgenos de las PC cuentan con un dominio que blogquea
el acceso del sustrato al sitio activo. Aunado a esta proteccion, las células cuentan con un amplio
grupo de proteinas enddgenas como inhibidores naturales tales como cistatinas, tiropinas y serpinas,

entre otros, que se unen reversiblemente a PC.

Por otro lado, el analisis bioinformatico del genoma humano revela que esté codifica para las
catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, y W. Las catepsinas y otras PC de parasitos y virus pueden
llegar a ser buenos objetivos para posibles tratamientos contra enfermedades como la artritis, la
osteoporosis, el SIDA, las enfermedades relacionadas con la inmunidad, la aterosclerosis, el cancer,

y para una amplia variedad de enfermedades parasitarias como la malaria.t® 2
1.3 Cistatinas

El primer inhibidor de PC que se caracteriz6 se aislé de la clara del huevo de pollo, el cual mostré
inhibicién para ficina, papaina y para catepsina B y C. A dicho inhibidor se le dio el nombre de
cistatina. Posteriormente se aislaron inhibidores de varios tejidos y fluidos de humanos y animales,
asi como de plantas. Hoy en dia las cistatinas constituyen el grupo méas grande y mejor descrito de
inhibidores competitivos reversibles de las proteasas cisteinicas pertenecientes a la familia C1. Estas
se encuentran altamente distribuidas tanto en células animales como en células vegetales y su accion
inhibitoria se registra intra- y extracelularmente. Las cistatinas protegen a las células de la accion no
controlada de proteasas enddgenas y exdgenas ayudando asi al correcto funcionamiento de las

células.16 17

Las cistatinas pertenecen a una superfamilia compuesta por cuatro familias. La division se realizé de
acuerdo con la similitud de la secuencia primaria, masas moleculares, el nimero de enlaces disulfuro

y la localizacion subcelular (Tabla. 1.3).20-2



Tabla. 1.3. Superfamilia de las cistatinas. Como se aprecia en la tabla la superfamilia de las cistatinas
se subdivide en cuatro familias diferentes por su masa molecular y la presencia de puentes disulfuro.?

Proteinas citosolicas que carecen de puentes disulfuros son de
1 Estefinas  aproximadamente 100 residuos de aminoacidos y tienen un peso

aproximado de 11 kDa.

Proteinas glicosiladas, cuentan con dos puentes disulfuro, estan
2 Cistatinas ~ formadas por alrededor de 115 residuos de aminoacidos y su

peso molecular va de los 11 kDa a los 24 kDa.

L Proteinas presentes en el plasma sanguineo. Las hay de alto peso
3 Cininogenos )
molecular ~120 kDa y bajo peso molecular ~ 68 kDa.

S Son inhibidores de PC presentes en las plantas, los cuales se
4 Fitocistatinas . . o
dividen en dos grupos (dominio Unico y maltiple dominio).

Los inhibidores de PC pertenecientes a las familias 1 y 3 de los cuales se ha dilucidado su secuencia
de AA contienen la region GIn-Val-Val-Ala-Gly, mientras para cistatinas de la familia 2 se han

encontrado secuencias homologas (por ejemplo, GIn-X-Val-Y-Gly).

La secuencia, Phe-Ala-Val, localizadas cerca del extremo carboxilo y los AA Phe-Tyr, cerca del
amino terminal, se conservan entre la familia-2 pero generalmente estan ausentes en las cistatinas de
la familia-1 y la familia-3. Se ha encontrado que estas regiones de pentapéptidos y dipéptidos son
importantes para la union a proteasas cisteinicas, en especial la regién del amino terminal, la cual se

ha reportado contribuye con el 40 % de la energia libre correspondiente a la union. 224
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2. ANTECEDENTES
2.1 Quimopapaina

La papaina junto a la quimopapaina, la caricaina y la glicil-endopeptidasa son PC extracelulares
secretadas por el latex del arbusto tropical Carica papaya L. Una caracteristica de las endopeptidasas
presentes en el latex del arbol de papaya es que cuentan con puntos isoeléctricos diferentes lo que

permite separar a estas PC en una cromatografia de intercambio idnico.?® 2’

La quimopapaina es el unico miembro de la familia C1 que presenta dos formas denominadas Ay B,
ambas formas son inmunoldgicamente indistinguibles ademas de tener secuencias de aminoacidos
idénticas. Sin embargo, las dos formas difieren en su reactividad y en sus puntos isoeléctricos; 10.2
para la forma A y 10.4 para la forma B.?® La quimopapaina cuenta con 218 residuos de aminoacidos,
tres puentes disulfuros y tiene una masa molecular de 23.7 kDa. La estructura cristalografica la
determinaron por Maes y col.?° en 1996 empleando la difraccion de rayos X, se encuentra depositada
en el banco de datos de proteinas (PDB: Protein Data Bank) con el codigo 1YAL.*° La quimopapaina
muestra una cadena con dos dominios estructurales, uno compuesto en su mayoria por hélices a y el
otro de hebras P antiparalelas (Figura 2.1). La quimopapaina cuenta una triada catalitica de
aminoacidos compuesta por la Cys25, His159 y Asnl79, los cuales se ubican en la hendidura del

interdominio.?’-%

Figura 2.1. Estructura cristalografica de la quimopapaina (PDB: 1YAL). La representacion de la
estructura se realizo con el software VMD (Visual Molecular Dynamics) .
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2.2 Cistatina C humana

La cistatina C humana (CCH) es una proteina de baja masa molar cuyo estudio ha despertado un
interés creciente desde que demostraron que su concentracion en suero presentaba una correlacion
negativa con la tasa de filtrado glomerular, ademas se ha encontrado que en procesos fisiopatoldgicos
la cistatina C se codeposita en placas amiloides relacionadas con la enfermedad de Alzheimer o el
sindrome de Down. Las propiedades amiloidogénicas de la cistatina C se presentan en mayor
intensidad con la variante L68Q, dando como resultado la angiopatia amiloide cerebral en adultos

jovenes 3234

Hasta la fecha en todas las estructuras cristalinas de la cistatina C humana resueltas para la proteina
nativa, se ha encontrado a la CCH formando un dimero a través del mecanismo de intercambio de
dominios, sin embargo, Nilsson et al. 2004 disefiaron un mondmero resistente a la formacion del
dimero, introduciendo un puente disulfuro formado por los residuos 47 y 69 de su secuencia de AA,
esto al mutar la leucina 47 y la glicina 69, por cisteinas (L47C y G69C). Esta cistatina C humana
estabilizada (CCE) redujo drasticamente la formacion del dimero, asi como de las fibrillas presentes
en altas concentraciones de proteina, pero la accion inhibitoria hacia proteasas cisteinicas permanece
inalterada. La estructura cristalografica resuelta para el monémero de la cistatina C humana mutada
confirmd el éxito en el disefio del par de mutaciones puntuales para abolir la formacion del dimero y

en consecuencia la formacion de fibrillas.3 3

La cistatina C humana se distingue del resto de las cistatinas por el hecho de sintetizarse en todas las
células nucleadas del organismo. La cistatina C humana presenta las regiones caracteristicas QICAG
y PW, localizadas en las asas A1y A2 respectivamente (Figura 2.2), mientras que su masa molecular
es de 13.4 kDa. La CCH consta de una sola cadena polipeptidica, producto de un gen de 7.3 kbp
situado en el cromosoma 20 y se sintetiza como un segmento peptidico adicional. En su estado maduro
y funcional tiene 120 residuos de AA, no esta glicosilada y contiene dos puentes disulfuro entre los
residuos 73 — 83y 97 — 117.1":%7

La estructura tridimensional estabilizada mediante un puente disulfuro a través de las mutaciones
puntuales L47C y G69C, se determind por difraccion de rayos X en 2010 por R. Kolodziejck y col.
Esta consiste basicamente de cinco hebras que forman una hoja  antiparalela, la cual se tuerce al

abrazar una hélice o de cinco giros (Figura 2.2).

12



Figura 2.2. Visualizacion de la estructura cristalografica de la cistatina C humana estabilizada (PDB:
3GAX), generada en VMD. Los residuos de aminoacidos caracteristicos del asa Al se encuentran
resaltados en rojo, mientras que los aminoacidos caracteristicos del asa A2 se resaltan en azul. El
conjunto de estos residuos junto con el extremo N- son las regiones importantes en la inhibicion de la
PC de la familia C1.

2.3 Interacciones proteina — proteina

Las interacciones proteina-proteina (IPP) desempefian un papel fundamental para que el
funcionamiento bioldgico de las células sea dptimo. El avance en la genémica ha hecho mas evidente
la importancia de dichas interacciones, se ha encontrado que la mayoria de las vias cataliticas y de
regulacién funcionan como redes, con una frecuente y extensa participacion de proteinas en las vias
de sefalizacion, retroalimentacion y diafonia. Por otro lado, procesos como la replicacion,
transcripcion, traduccién, la transduccion de sefiales, el trafico de proteinas y su degradacion estan
hechos por complejos proteicos los cuales se pueden ensamblar, o separar, segin lo requieran. A
menudo estas interacciones se dan por el reconocimiento de dominios entre las proteinas que los
constituyen. ElI mal funcionamiento en el reconocimiento molecular de IPP esta relacionado a
condiciones patoldgicas como el cancer, la inflamacién, enfermedades autoinmunes, diabetes,

osteoporosis e infecciones, generando asi blancos definidos para el desarrollo de farmacos.® 4

La afinidad del reconocimiento entre proteinas presenta una amplia gama de valores, con constantes
de disociacion que van del orden picomolar a micromolar, esta variacion también se da en la entalpia
y entropia asociadas a la union, lo que refleja la magnitud y naturaleza de los cambios estructurales,

gue se dan en la formacion de un complejo. Por ejemplo, la unién de proteinas con dominios
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intrinsecamente desordenados se asocia generalmente a entalpias favorables de union y por igual a
entropias desfavorables de unién, esto debido a los cambios en el plegamiento y estructuracion de los

dominios desordenados.*: 42
2.4 Importancia del estudio de las proteasas cisteinicas y sus inhibidores naturales.

El conocimiento detallado del mecanismo de inhibicion, asi como de las interacciones generadas al
formarse un complejo PC — cistatina es muy importante debido a las implicaciones que esto puede
Ilegar a tener en aplicaciones en las &reas de medicina y biotecnologia. En la literatura especializada
existen un sin nimero de evidencias que involucran tanto a las PC como a las cistatinas con diversas
afectaciones a la salud, asi como en procesos industriales. Muchos estudios han sefialado que las PC
lisosomales como las catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V' y W se ven reguladas principalmente por
cistatinas. Estos estudios sitian a los inhibidores de las proteasas cisteinicas en el tratamiento de
artritis, arteriosclerosis, Alzheimer, diabetes, inflamacion, pancreatitis, cancer y metastasis, asi como

en trastornos del higado, pulmon, corazon, rifion y musculos.*® 4

La cistatina C humana inhibe a las proteasas cisteinicas tipo papaina, asi como a las catepsinas que
son algunos de sus blancos naturales. La unidn a estas, muestra un amplio rango de afinidades, con
constantes de union Ky que oscilan entre 10 y 1014 M1.2350 |_a calorimetria de titulacion isotérmica
(CTI) ha sido poco empleada y esta podria aportar valores para los parametros termodinamicos de
union (4Hu, 4Su, 4Gu, Ku) de manera directa en un solo experimento. Mas aun la diseccion de la
energia libre de unién 4Gy en sus componentes entalpicos y entrdpicos, junto con los cambios
estructurales producidos durante la asociacion, podria permitirnos comprender mejor las bases
moleculares de la afinidad. Cabe mencionar que no es posible medir la termodindmica de union de
complejos de alta afinidad (Ku > 10® M) mediante titulacion directa. Asi mismo, la caracterizacion
de la unién de CCH a una proteasa cuya afinidad podria determinarse por titulacion directa es un

primer paso necesario.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipotesis

La cistatina C humana silvestre y su version estabilizada por las mutaciones puntuales L47C y G69C
se uniran a la quimopapaina (carboximetilada en su -SH catalitico), con una afinidad moderada
presentando Ky < 108 M, por lo que se podran obtener los parametros termodinamicos de union: Ku,
AHu, TASu y AGuy, asi como el nimero de sitios de union (n), de forma directa por calorimetria de

titulacion isotérmica (CTI) convencional.
3.2 Objetivo General

Determinar las propiedades termodindmicas de la union de la quimopapaina carboximetilada con la
cistatina C humana, en su versién silvestre y su mutante L47C/G69C, y correlacionarlas con los
rearreglos estructurales producidos durante la asociacion.

3.3 Objetivos Particulares

Construir y purificar la cistatina C humana L47C/G69C.

- Evaluar la estabilidad estructural de la cistatina C humana y de la mutante L47C/G69C

- Determinar las funciones termodinamicas de la formacion de los complejos cmQ-CCH y
cmQ-CCE: 4Gu, 4Huy, ASu'y ACp a pH 7.0 a través de calorimetria de titulacion isotérmica
(CTI).

- Obtener un modelo estructural del complejo cistatina C humana - quimopapaina, a partir de

las estructuras individuales, utilizando herramientas computacionales.

- Aportar nuevos datos para los modelos que correlacionan la extension de las areas

superficiales del contacto bimolecular con la energética de unién.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Mutagénesis de sitio dirigido

La mutagénesis de sitio dirigido es una poderosa herramienta de biologia molecular que permite crear
mutaciones puntuales en una cadena de ADN, teniendo como requisito indispensable el conocimiento
previo de la secuencia de ADN que se piensa mutar. El proceso, en primer lugar, requiere de un
oligonucleotido complementario al ADN unicatenario que contenga el gen de interés y empleando
una ADN polimerasa, se elonga la cadena incorporando la mutacion al ADN y formando una molécula
de ADN completa bicatenaria. Dicha doble cadena de ADN puede ser introducida en una célula
hospedadora y ser clonada.*

Para abatir la propension de la CCH a formar oligémeros se construy6 la mutante L47C/G69C de
acuerdo con el trabajo de Nilsson y col. 2004.% Basandose en el gen que codifica para CCH se
mandaron construir los oligonucledtidos (5-CCATTCTCGTGCGTGTCAGGTGGTTCG-3) Yy (5-
GGACGTCGAACTGTGTCGTACCACGTGC-3") con los codones convenientes para generar las mutaciones
puntuales L47C y G69C mismas que se efectuaron en el vector de expresion peT-24a(+)-HCC. Las
mutaciones se llevaron a cabo en dos etapas, descritas mas adelante.

4.1.1 Mutacién puntual L47C

La mutacién puntual L47C se obtuvo por mutagénesis dirigida, empleando el kit comercial
“QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit”,*y el oligonucledtido correspondiente. Este proceso
se llevo a cabo en un termociclador marca GeneAmp PCR system 9690 programado con 16 ciclos
segun las temperaturas de la Tabla 4.1, mas 7.0 min. extras de extension. El producto de la
mutagénesis se digirié con la enzima de restriccion Dpn 1 a 37 °C durante 1 hora para eliminar el

DNA super enrollado y el no mutado.

Posterior a esto se transformaron células competentes de la cepa comercial XL1-blue de Escherichia
coli, con el plasmido pET-24a(+)-L47C proveniente de la mutagénesis. Para esto se utilizo el Kit
comercial “Transform & Grow™ Bacterial Transformation Kit”.*' Las células transformadas se
inocularon en agar con medio de cultivo Luria — Bertani (LB) y un contenido de tetraciclina de 10
png/mL y 25 pg/mL de kanamicina. Las bacterias se dejaron crecer durante la noche a 37 °C. Se
seleccionaron 5 clones una vez que crecieron las colonias, los cuales se incubaron en 1mL de medio
LB y un contenido 25 pg/mL de kanamicina; estas se dejaron crecer durante 16 horas a 37 °C con una
agitacion constante de 220 rpm.
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El pET-24a(+)-L47C se extrajo de los cinco clones estudiados mediante el método de lisis alcalina
(miniprep), empleando el kit comercial “QIlAprep Spin Miniprep Kit Protocolo”,* de los cuales se
obtuvo la secuencia de nucleotidos por el Laboratorio Divisional de Biologia Molecular (LDBM)
perteneciente a la divisién de CBS de UAM-I, para asegurar el éxito de la mutacion L47C y asi poder
continuar con la segunda etapa.
4.1.2 Mutacién puntual G69C

La mutacion puntual G69C se introdujo en el vector pET-24a(+)-L47C, utilizando los
oligonucleotidos destinados para este fin. Las etapas experimentales se realizaron en el mismo orden
y bajo las mismas condiciones que sus equivalentes en la mutacién L47C. Se obtuvo la secuencia de
nucleotidos del plasmido pET-24a(+)-CCE recuperado de 5 clones estudiados en esta etapa para
verificar el éxito en las mutaciones deseadas.

Tabla 4.1. Programa de temperaturas y duracién de cada etapa en un ciclo de mutagénesis, empleado
en la construccion de la cistatina C estabilizada. Los experimentos de mutagénesis se realizaron en un
termociclador GeneAmp PCR system 9700.

Desnaturalizacion

95 0.5 )
Preparativa

95 0.5 Desnaturalizacion

55 0.5 Alineamiento

68 6.0 Extension

68 7.0 Extension Final

NUmero de ciclos 16

4.1.3 Expresion de la Cistatina C humana silvestre y estabilizada

El crecimiento exponencial de las bacterias (E. coli) hace que su uso en la recombinacion de genes
sea muy atractivo para la expresion a gran escala de proteinas ajenas a estos organismos. La
produccién de proteinas en bacteria sigue basicamente 3 etapas: crecimiento, extraccién y
purificacion. En el presente trabajo se construyeron las proteinas recombinantes a partir del gen que

codifica para la cistatina C humana. Para esto células de la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de
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Escherichia coli se transformaron con el vector de expresion pET-24a(+)-CCE, seguido a esto se
crecieron en agar con medio LB y 30 pg/mL de kanamicina de concentracion final (CF). Las colonias
de células se dejaron crecer durante 16 horas a 30 °C; una vez que las colonias alcanzaron un tamafio
de aproximadamente 2 mm, se escogieron 5, las cuales se picaron con la técnica de palillo para su
crecimiento por separado durante 16 horas en 5mL de medio LB con una concentracion de 30 pg/mL
de kanamicina a 30 °C con una agitacion constante de 220 rpm, la su densidad oOptica (DO) se
monitoreo a una longitud de onda de 600 nm hasta que esta estuvo en el intervalo de 0.4-0.8 UA para
inducir la sobreexpresion con isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 0.4 mM de CF. Los
cultivos bacterianos se centrifugaron a 5600 rpm por 20 min. a 4 °C, el precipitado se resuspendié en
amortiguador de Tris 40 mM, NaCl 0.05 M, EDTA 1 mM, a pH 8.0, agregando fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, seguido a esto se lisaron las células al sonicar 2 min por 1 min de
descanso, repitiendo el procedimiento tres veces en un equipo Branson Ultrasonics SONIFIER 450.
El lisado se centrifugd a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C, recuperando el sobrenadante.

4.2 Purificacion de los inhibidores

Para el cultivo bacteriano se realiz6 un escalamiento de 1 a 100, para esto 300 mL de medio LB
colocados en matraces de 2 L, con kanamicina 30 pg/mL de CF, se inocularon con 3 mL de un primer
crecimiento. A dichos escalamientos se le siguié su DO a una longitud de onda de 600 nm. Una vez
que se alcanz6 la DO deseada se indujo la sobreexpresion con IPTG 0.4 mM de CF, manteniendo el

cultivo a las mismas condiciones de temperatura y agitacion por cuatro horas mas.

Los inhibidores CCH y CCE se purificaron del caldo integro producido en este proceso, el cual se
centrifug6 a 5600 rpm por 20 min a 4 °C. El precipitado se resuspendié en amortiguador Tris 40 mM,
NaCl 0.05 M, EDTA 1 mM a pH 8.0. A las células se les agregd6 PMSF 1 mM de CF fresco para
proteger las proteinas de su digestion por proteasas. Enseguida se realizé el lisado celular segun lo

mencionado en la seccidn anterior.

Ambas proteinas se purificaron del sobrenadante correspondiente, en tres etapas de cromatografia; la
primera de filtracion en gel a pH 9.3 en una columna preparativa Superdex 200 HiLoad 16/60 GE con
amortiguador de glicina 50 mM y 30 mM de NaCl, (Figura 5.3). La fraccion recolectada en la primera
etapa de cromatografia se someti6 a una dialisis contra amortiguador Tris 40 mM pH 8.8 en membrana
de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa realizando un cambio de amortiguador, dejando
equilibrar al menos 5 horas. A la muestra ya equilibrada se le realiz6 una cromatografia de intercambio

anionico empleando un amortiguador Tris 40 mM, pH 8.8, en una columna DEAE sephadex A-50.
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En esta cromatografia se recolect6 la fraccion que no interacciona con la matriz de la columna (Figura
5.4). Por otro lado, las proteinas atrapadas en la matriz se eluyeron en amortiguador Tris 40 mM con
0.6 M NaCl a pH 8.8. Por ultimo, la fraccion recolectada en la segunda etapa se sometio a una
cromatografia de exclusion molecular (CEM), eluyendo la muestra por una columna empacada con
resina Sephacryl S-200 y repitiendo las condiciones empleadas en la primera cromatografia (Figura
5.5). Todas las columnas se montaron en un equipo FPLC AKTA prime plus (Fast Protein Liquid
Chromatography), marca GE. Las fracciones recolectadas en cada etapa se concentraron por
ultrafiltracion en un sistema AMICON empleando una membrana de corte molecular de 5 kDa, y

previo a cada cromatografia las muestras se filtraron con acrodiscos de 0.2 pm.
4.2.1 Prueba de la formacion del puente disulfuro entre los residuos C47 — C69

Para verificar que se estd formando el enlace disulfuro entre los residuos de cisteina C47 y C69
introducidos, se empled la espectrometria de masas que es una técnica ampliamente utilizada para
determinar la masa molecular de diversas sustancias quimicas por medio de la obtencion de iones a
partir de la sustancia problema en fase gaseosa los cuales se separan de acuerdo con su masa y carga.
En este trabajo, se utilizaron tres alicuotas equivalentes de la proteina recombinante CCE y una
alicuota de CCH. Todas las muestras se secaron por centrifugacion a vacio y redisueltas en 10 pl de
HEPES 50 mM, pH9.0, con cloruro de guanidinio 5M y 1mM de EDTA para ser desnaturalizadas a
85 °C durante 15 min en un agitador con temperatura controlada. La muestra de CCH y una alicuota
de CCE se utilizaron para determinar su masa molecular (MccH Y Mcce), por lo que no se sometieron
a tratamientos posteriores. A una de las muestras restantes se le adiciono un grupo alquilo al afiadirsele
iodoacetamida alcanzando una CF de 10 mM, la reaccion se llevo acabo a 25°C y en oscuridad durante
1 hora. Con la muestra alquilada (MaLq) se determind si la proteina tiene cisteinas libres, por ultimo,
la alicuota restante se redujo con 10 mM de DL-ditiotreitol (DTT) durante 15 min. a 80°C, mientras
que los grupos sulfhidrilos se bloquearon con iodoacetamida 25 mM de concentracion final, esto
durante 1 hora a temperatura ambiente. De esta muestra se obtuvo la masa de la proteina reducida y
alquilada, (Mrep+aLg). Una vez obtenidas las tres muestras estas se purificaron utilizando pipetas Zip-
Tip C18 previamente activadas y equilibradas, las proteinas libres de sales se eluyeron en una mezcla
de acetonitrilo al 70 % y acido trifluroacético 0.1 %. La masa de las alicuotas se determiné en el
Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas (LDEM) empleando la técnica MALDI-TOF
(Matrix—Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight) en un espectrometro marca Bruker,
modelo AutoFlex Speed TOF/TOF.
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El calculo de los grupos sulfhidrilos reactivos, asi como el nimero de puentes disulfuro se realizo
segn lo reportado por Calvete y col. en 2007.%° El nimero de grupos sulfhidrilos reactivos se calculd
empleando la ecuacion 1.

Ngy = (M) (Ec.1)

Mcam

Donde Nsy representa el nimero de sulfhidrilos reactivos, MaLg la masa de la CCE no reducida en
presencia de reactivo alquilante, Mcce masa de la CCE y Mcam = 57.1 Da, que representa el

incremento en la masa por la carbamidometilacion de un -SH con iodoacetamida.

Por otro lado, el nimero total de cisteinas se determiné de acuerdo con la ecuacion 2.

_ [((MRED+ALQ)— MALQ)] + Ny (Ec.2)

N
Cys (Mcam+1)

Donde Ncys representa el nimero total de cisteinas y Mrep+aLg €S la masa de la CCE reducida y

carbamidometilada. EI nimero de puentes disulfuro se determiné por la ecuacion 3.
Ncys — Nsu
NPD - — (EC3)

Donde Npp representa el nimero de puentes disulfuro presentes en la proteina.
4.3 Carboximetilacion y purificacion de la quimopapaina.

La quimopapaina se purificd a partir de un extracto comercial de la marca SIGMA S452815 (Lot.
124F80751). Para esto se pesaron 100 mg los cuales se disolvieron en 50 mL de amortiguador de
fosfatos de sodio 50 mM pH 7.0 en presencia de cisteina 20 mM para activar la enzima, la mezcla se
agito durante 10 minutos a temperatura ambiente. Mientras que la autohidroélisis de la proteasa se evito
por el bloqueo de su sitio catalitico al agregar acido iodoacético hasta alcanzar una CF de 30 mM, lo
que inactivo a la proteasa al formar el derivado carboximetilado de la cisteina catalitica (Cys 25) y de
la Cys 117. La reaccion se dejo durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Para eliminar el
exceso de acido iodoacético la muestra se dializd en una membrana de celulosa con un corte molecular
de 14 kDa contra amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM pH 7.0, realizando dos cambios de
amortiguador.26: 27

La carboximetil-Quimopapaina (cmQ) libre de sales se filtrd con acrodiscos de 0.2 um vy se le aplico
una cromatografia de intercambio cationico en una columna Mono S 5/50 GL(GE) montada en el

equipo FPLC AKTA prime plus. La muestra se eluyé con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM
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pH 7.0 estableciendo un gradiente lineal de 0 a 60 % con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM
con NaCl 1.0 M a pH 7.0 para despegar la muestra de la matriz de la columna. La muestra de cmQ
recolectada en la primera cromatografia se dializ6 contra amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM,
pH 7.0 y se sometio a una segunda cromatografia bajo las mismas condiciones que la primera.

La concentracion de proteina se determino al medir la sefial de absorbancia a 280 nm en un Nanodrop
2000 (Thermo Scientific), utilizando un coeficiente de absortividad molar extincion (g) de 11100 M
cm* 0 tanto para CCE como para CCH, mientras que para cmQ se utilizé un € de 51000 M1 27 cmr”

para alimentar el software implementado en el equipo.

4.4 Propiedades Espectroscopicas de CCH, CCE y cmQ
4.4.1 Dicroismo Circular (DC)

Para evaluar la estructura terciaria de las proteinas recombinantes CCH y CCE, asi como de la cmQ,
se obtuvieron sus espectros de dicroismo circular (DC) en la regién ultravioleta (UV) de 190 a 250
nm. Esta es una técnica espectroscopica basada en la diferencia de absorcion de luz polarizada
circularmente a la izquierda y la derecha que nos da informacion sobre la estructura secundaria de
proteinas. En proteinas la actividad Optica es debida a los enlaces peptidicos en el ultravioleta (UV)
lejano (180 — 250 nm) y por la asimetria en la densidad electrénica de los aminoacidos aromaticos en
el UV cercano (250 — 300 nm). Los espectros de DC se obtuvieron a 25 °C en un espectropolarimetro
Jasco J715 utilizando una celda de 0.10 cm, mientras que el espectro correspondiente al amortiguador
se utilizd6 como blanco. Para esto, las muestras de CCH y CCE se dializaron contra un tampén de
fosfato 10 mM (NaH2PO4/Na;HPO4), pH 7.0, y sus concentraciones se ajustaron a 0.10 mg/mL; la
muestra correspondiente a cmQ se tratd de igual forma previo a la obtencion de su espectro de

dicroismo circular.
4.4.2 Fluorescencia (espectros de emision)

La fluorescencia es un método espectroscopico extensamente utilizado en el estudio de la estructura,
actividad y funcion de las proteinas debido a la fluorescencia intrinseca, la cual se debe principalmente

por los aminoacidos aromaticos en especial los triptofanos presentes en la cadena de aminoéacidos.

Previo a obtener los espectros de emision, las proteinas se dializaron contra amortiguador de fosfatos
de sodio 10 mM a pH 7.0, en una membrana de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa en el caso

de CCH y CCE, mientras que para cmQ se utilizd un corte de 12-14 kDa. Todas las muestras se
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filtraron a través de membranas con un poro de 0.22 um. Los espectros de emision de fluorescencia
se determinaron en un espectrofluorémetro ISS K2 (Urbana USA) equipado con un sistema de control
de temperatura tipo peltier en una celda de 1 cm de paso dptico a 25 °C, excitando a una longitud de
onda (1) de 280 nm mientras que la emision se registro de 300 a 400 nm. Las muestras su prepararon

a una concentracion de 0.10 mg/mL.

4.5 Pruebas de resistencia a la formacion de oligobmeros
4.5.1 Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular se empledé se emple6 para evaluar el estado de
oligomerizacion de la CCH. Para esto, tanto la solucion de CCH como las de CCE se dializaron en
membranas con un corte molecular de 6-8 kDa frente a un tampdn de fosfato de 20 mM con 100 mM
de NaCl, pH 7.0y se filtraron a través de membranas con un tamafio de poro de 0.22 pum. Se prepararon
soluciones con dos concentraciones de proteinas, 0.20 y 0.40 mg/mL, para ambos inhibidores. Las
alicuotas de ambas proteinas a 0.40 mg/mL se incubaron a 65 °C durante 45 minutos y luego se
enfriaron a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron en una columna Superdex 75 HR 10/30
previamente equilibrada con un tampon de fosfato de 20 mM con 100 mM NaCl, pH 7.0, con un
caudal de 0.75 ml/min utilizando un sistema FPLC AKTA.

4.5.2 Dispersién dinamica de luz

Para evaluar si las proteinas recombinantes CCH y CCE presentaban la formacion de oligémeros, las
muestras de ambas proteinas se analizaron por dispersion dinamica de luz (DDL), que es una técnica
no invasiva y bien establecida para medir el tamafio y distribucion de tamafios de particulas en
suspension, o macromoléculas en solucién, tales como proteinas y polimeros. Esta técnica se basa en
el movimiento Browniano de las particulas 0 moléculas en suspension que hace que la luz laser se
disperse en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la
velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de particula utilizando la relacién de

Stokes-Einstein.

El analisis por dispersion dinamica de luz (DDL) de soluciones de CCH y CCE se realiz6 a 25, 35, 50
y 65 °C utilizando un equipo Zetasizer NANO (Malvern, Reino Unido) equipado con control de

temperatura. Las proteinas se dializaron previamente contra un tampon de fosfato 20 mM con NaCl
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56 mM, pH 7.0y se filtraron a través de una membrana con un tamario de poro de 0.1 um. Las muestras
se ajustaron a una concentracion de 0.40 mg/mL. Antes de las mediciones de DDL, las muestras se
equilibraron durante 3 minutos a cada temperatura deseada. Se realizaron al menos tres réplicas de

cada muestra con multiples adquisiciones de datos (> 10).
4.6 Estudio calorimétrico
4.6.1 Calorimetria diferencial de barrido

La desnaturalizacion térmica de la CCH y la CCE se siguio6 por calorimetria diferencial de barrido
(CDB) que es una técnica que nos permite caracterizar la estabilidad de una proteina directamente en
su forma nativa, a través del analisis del primer calentamiento. Para esto ambas proteinas se dializaron
contra amortiguador de fosfatos de sodio 20 mM méas NaCl 60 mM a pH 7.0, en membranas de
celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa realizando un cambio de amortiguador a las 5 h. Una vez
equilibradas las muestras en el amortiguador de trabajo, estas se filtraron a través de una membrana
de 0.2 um y se llevaron a una concentracion de 0.40 mg/mL. Las soluciones de proteina se
desgasificaron con agitacion al vacio, al igual que el amortiguador de fin de dialisis que se usé como
referencia. Para el experimento tanto la celda de muestra como la de referencia se llenaron con 0.1
mL de solucidn. Mientras que el barrido térmico se realiz6 a una velocidad de calentamiento de 90
K/h en el intervalo de 15 °C a 110 °C en un calorimetro capilar VP-DSC (GE Healthcare)
automatizado. Los datos obtenidos se analizaron empleando el software desarrollado por Microcal
implementado en Origin 7 (OriginLab, Northampton, MA). Se utiliz6 el "non 2 state model”, que es
un modelo de dos estados que diferencia la entalpia calorimétrica (AHcar) de la entalpia de van’t Hoff

(AHyw), para el analisis de los datos.>
4.6.2 Calorimetria de titulacion isotérmica

La calorimetria de titulacion isotérmica (CTI), es la técnica id6nea para caracterizar
termodindmicamente la formacién de cualquier complejo molecular. En los experimentos de CTI se
puede medir de manera directa el calor involucrado de una interaccion intermolecular, por lo que se
obtienen los pardmetros termodinamicos Ku, AHu, asi como el nimero de sitios de union (n) en un
mismo experimento, mientras que el TASy y 4Gy los podemos calcular a partir de la Ky con la

siguiente ecuacion.>
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Donde R representa la constante universal de los gases igual a 8.314 J/ K mol y T es la temperatura

expresada en kelvin a la cual se realiz6 la titulacion.

Previamente a los experimentos de CTI los componentes (CCH/CCE y la cmQ) se equilibraron al
mismo tiempo en amortiguador de fosfatos de sodio10 mM mas NaCl 78 mM para fijar una fuerza
ionica constante a 0.1 M, mediante una dialisis contra 200 volumenes de amortiguador en membrana
de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa, realizando un cambio de amortiguador a las 5 hrs.
Una vez equilibradas las muestras se filtraron con acrodiscos de 0.2 um y se llevaron a la
concentracion de 0.135 mM y 0.025 mM respectivamente en tubos tipo Amicon de 0.5 mL con un
corte molecular de 10 kDa. Las muestras ya en la concentracion deseada se desgasificaron con

agitacion al vacio.

Para las titulaciones isotérmicas la celda de muestra del calorimetro (MicroCal ITC2q9 marca GE) se
cargo6 con 200 puL de CCH o cmQ mientras que la jeringa se llend con 40 puL de cmQ o CCE, segln
él caso, la titulacion se realizo siguiendo el programa de inyecciones de acuerdo con la distribucion
de la Tabla 4.2 de las cuales la primera es para tener solucion fresca en la punta de la jeringa. Las
inyecciones tuvieron un intervalo de 210 s entre cada una, mientras que la agitacion se mantuvo
constante a 300 rpm. Las isotermas se analizaron por medio de una regresion no lineal empleando el
modelo de un sitio de unién de Wiseman et. al. 1989,> adecuado al modelo de sitios de union idénticos
e independientes,> mostrado en la ecuacion 5. Dicha regresion se realizd con los datos normalizados,
en el software Wolfram Mathematica 10 (www.wolfram.com). Para determinar el ACp se realizaron
experimentos a distintas temperaturas (10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C) dado que esté se puede obtener

al derivar la entalpia respecto la temperatura.

140 _ 1 n— ((n+1)/2 ~(X;/2)
Vo (dXtot) - AHu [Zn + ((X% -2X,(n—-1r)+ (n+r)2)1/2] (ECS)

donde Xr = [lwot]/[Etot] Y r = U[Ewt]- Ku, aqui lit es la concentracion total de inhibidor, Eiwt es la
concentracion total de la enzima, mientras Vo es el volumen de la celda de reaccion, Q el calor

absorbido o liberado y n es nUmero de sitios de union.
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Tabla 4.2. Programa de volumen de inyeccion establecido para los experimentos de CTI. La tabla

expone la distribucion de los volumenes de inyeccion empleado en cada sistema.

Num. de Vol. de NUm. de Vol. de
inyeccion inyeccion (pL) inyeccion inyeccion (pL)
1 0.2 1 0.3
2-8 1.4 2-5 1.0
9-15 2.0 6-10 2.5
16-21 2.5 11-18 3.0

4.7 Modelado computacional
4.7.1 Modelado de la cistatina C humana.

Partiendo de la estructura cristalografica del mondémero estabilizado de cistatina C humana cuyo
archivo PDB es 3GAX3®, se model6 a la cistatina C humana silvestre, al cambiar la Cys47 y Cys69
por Leu y Gly, respectivamente. Ademas, al obtener experimentalmente ambos inhibidores truncados
en su extremo amino terminal en la arginina 8, y siendo que la estructura cristalografica depositada
en el PDB se encuentra truncada en la Gly11, es necesario afiadir los aminoacidos Val10 y Leu9, tanto
en el modelo estructural de CCH como en la estructura de la cistatina C estabilizada. Los cambios en
la estructura se realizaron con ayuda del software MOE 2014 (Molecular Operating Environment,
www.chemcomp.com). Las estructuras de ambos inhibidores se relajaron por simulacion de dindmica
molecular (DM), que es una técnica computacional basada en la mecanica clasica y constituye uno de
los métodos mas utilizados para la simulacién de macromoléculas biolégicas como las proteinas.
Previo a las simulaciones, los estados de ionizacién de la cadena lateral tanto en la CCH como en la
CCE a pH 7.0 se establecieron utilizando los valores de pKa estimados utilizando la subrutina
PROPKA en el servidor PDB2PQR.%® Las simulaciones de DM se realizaron utilizando el software
GROMACS 5.0.7° con el campo de fuerzas OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations).>’
Cada uno de los inhibidores se coloco por separado en el centro de una caja cubica con su borde més
cercano a 12 A de la proteina. Aproximadamente 20,500 moléculas de agua de carga simple extendida
(SPC/E) se requirieron para llenar la caja, y un ion de cloruro se utiliz6 para neutralizar la carga neta
de cada proteina. La minimizacién de la energia se realizé utilizando el algoritmo de descenso mas

pronunciado para 1000 pasos, seguido de equilibrio térmico (100 ps), restringiendo la posicion de los
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atomos pesados de las proteinas al fijar una constante de fuerza armoénica de 1000 kJ mol™* nm™. La
simulacion DM se realizé en un conjunto de NPT con paso de tiempo de 2 fs a una temperatura de
350 K 0 450 K, a 1.0 bar durante 200 ns, utilizando un termostato de escalamiento de velocidades y
un barostato Parrinello-Rahman. Se aplico el algoritmo LINCS®® para limitar la longitud de los enlaces
covalentes. Se aplico un limite de 1.0 nm para las interacciones electrostaticas de corto alcance y van
der Waals; mientras que las fuerzas electrostaticas de largo alcance se trataron con el método de malla
de particula de Ewald.>® Se realizaron dos réplicas para cada sistema.

4.7.2 Construccion del complejo cistatina C — quimopapaina

El modelo estructural del complejo cistatina C humana — Quimopapaina se obtuvo por acoplamiento
molecular de las estructuras separadas, procedimiento conocido como Docking. En primer lugar, se
eligio una estructura conocida de un complejo homologo que se utiliz6 como guia para establecer los
aminoacidos que probablemente formarian la interfaz. Para esto se alinearon las secuencias de AA (en
codigo fasta) de las proteinas libres involucradas en 5 complejos homdlogos cuya estructura
cristalogréfica ya ha sido resuelta, junto con las secuencias de CCE y quimopapaina segun el caso.
Esto se hizo en el servidor Uniprot (Universal Protein Resource)®® empleando su herramienta Clustalo,
que nos da el porcentaje de identidad que hay entre secuencias alineadas de aminoécidos. Basados en
las alineaciones con mayor porcentaje de identidad y en la estructura del modelo plantilla se establecio
una lista de posibles AA que podrian participar en la formacion del complejo Quimopapaina—
Inhibidor, dichos contactos se establecieron como guia para generar el modelo por acoplamiento
molecular rigido (Tabla.5.5).

Con los archivos de coordenadas espaciales generados en las simulaciones de dinamica molecular a
350K de los inhibidores y el PBD: 1YAL correspondiente a quimopapaina, se construyeron los
modelos por acoplamiento molecular rigido empleando el servidor pyDockweb®-%2 en su version
RST® el cual nos permite establecer restricciones para acotar la busqueda de un mejor modelo inicial.
Los modelados con mayor puntaje obtenidos en pyDockweb se superpusieron a la estructura
cristalografica del complejo homologo estefina B — papaina, cuyo codigo PDB es 1STF,% para
discriminar las estructuras se calculé la desviacion del valor cuadratico medio (RMSD) respecto a la
posicion de los carbonos alfa (C.) tomando en cuenta las coincidencias en la estructura secundaria,

eligiendo el modelo con el menor RMSD.
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4.7.3 Simulacion de DM del modelo 3D de los complejos

Una vez elegidos los modelos estos se evaluaron mediante una simulacion de dinamica molecular.®®
La simulacion se realizé en disolvente explicito usando el campo de fuerza OPLS®’, con el software
GROMACS®® en su version 5.0.7.

Previo a la simulacion de DM el estado de ionizacion a pH 7.0 de los grupos protonables en las
proteinas acomplejadas se establecieron utilizando el valor de pKa estimado por PROPKA, que es
una subrutina del servidor PDB2PQR.>

Las estructuras elegidas de los sistemas CCH-quimopapaina y CCE—quimopapaina se colocaron por
separado en el centro de una caja clbica con 12 A de separacion entre el modelo y las caras de la caja,
mientras que para llenar la caja se emplearon 30,800 moléculas de agua tipo SPCE y se agregaron 13
iones cloruro para neutralizar la carga del complejo. Previo a la simulacion de DM, la energia del
sistema se minimizé para su relajacion, ademas el sistema se equilibrd térmicamente restringiendo la
posicion de los atomos pesados del complejo con una constante de fuerza armdnica de 1000 kJ mol*
cm?, esto en un conjunto NVT; por Gltimo, la presion del sistema se equilibré a 1.0 bar en un conjunto
NPT. Las simulaciones de DM se realizaron con los sistemas equilibrados en un ensamble NPT a 350
K, 450 Ky 1.0 bar por 200 ns utilizando el termostato de escalamiento de velocidades y el bardstato
de Parrinello-Rhaman. La longitud de los enlaces covalentes se restringio por el algoritmo LINCS.%®
Se aplico un corte de 1.0 nm a las interacciones electrostaticas e interacciones van der Waals de corto
alcance, mientras que las fuerzas electrostéticas de largo alcance se trataron con el método de malla

de particula de Ewald.>®
4.7.4 Estimaciones teoricas de los parametros termodinédmicos de union

Para realizar la estimacion teorica del valor de 4Hu y ACp del complejo cistatina C humana —
quimopapaina, se emplearon modelos semiempiricos que correlacionan estas variables con la
magnitud de las areas superficiales ocultas en la interfaz del complejo formado, determinadas como
cambios en el area superficial accesible a la solvente denominada como ASA por sus siglas en inglés

(Accessible Surface Area).® El area oculta al solvente esté descrito por la siguiente relacion:
AASA = ASA ompicjo — (ASAcm—q + ASApp) (Ec.6)

Por otro lado, las distintas parametrizaciones del AASA estan divididas en sus contribuciones polar, a

la que contribuyen los atomos de oxigeno y nitrégeno, mientras que la contribucion apolar esta dada
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por los atomos de carbono y azufre. Denotando las areas correspondientes como AASAp Y AASAqp,

respectivamente, y la estimacion tedrica de AHu y ACp esta dada por las siguientes ecuaciones:
AHy = AH, + AH , = AR,AASA, + Ah,,AASA,, (Ec.7)

ACp = ACpy + ACp o = Acp ,AASA, + Acp 4, AAS A, (Ec. 8)

donde Ahp y Ahap representan los coeficientes de proporcionalidad para el AHu, mientras que Acp, p Y
Acpap Son los coeficientes de proporcionalidad para el ACp. Los coeficientes de proporcionalidad
obtenidos para diferentes bases de datos de interacciones proteina—proteina se muestran en la Tabla
4.3. Para calcular el valor de las ASA se empleé el programa NACCESS’2 73, basado en el algoritmo
de Lee y Richards®, utilizando un radio de prueba de 1.4 A, asi como las coordenadas espaciales del
complejo y de las proteinas libres obtenidas de la minimizacion de energia por DM."%7#

Tabla 4.3. Coeficientes de proporcionalidad para el AHu y el ACp separados por su contribucion polar
y apolar.

Garcia & Hernandez ¢’ 19.4 -7.0
Luque & Freire®® 31.4 -8.44
Murphy & Freire® -0.26 0.45
Myers et al.” -0.09 0.28
Makhatadze & Privalov’® -0.21 0.51
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5. RESULTADOS
5.1 Construccion de la cistatina C humana estabilizada (L47C/G69C)

El tamafio de los plasmidos pET-24a(+)-CC(L47C) y pET-24a(+)-CCE extraidos a los clones
estudiados en cada etapa, se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1%, (Figura 5.1A). Las
secuencias de nucledtidos obtenidas, correspondientes a los vectores generados en los experimentos
de mutageénesis presentados en la Figura 5.1B y B’, contienen el codon TGT en las posiciones
planeadas. Con el plasmido pET-24a(+)-CCE recuperado de la segunda etapa de mutagénesis, se
transformaron células de la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de Escherichia coli para

sobreexpresar la CCE.

GTCGTCGCCG GGTAAACCGC CGCGTCTGGT GGOGTGGTCCG ATGGATGCGT

CAGTGGAAGA AGAAGGTGTG CGTCGTGCCC TGGATTTTGC TGTTGGCGAA

TATAALCAAAG CGAGCAATGA TATGTACCAT TCTCGTGCG GICAGGTGGT

TCGTGCCCGC AAGCAAATTG TCGCAGGCGT GAACTATTTT CTGGACGTCG

AACTGGGTCG TACCACGTGC ACCAAAACGC AGCCGAACCT GGATAATTGT

CCGTTCCATG ACCAACCGCA CCTGAAACGC AAGGCATTTT GCAGTTTCCA

AARAAGCACCT

AAGGCACCAT

GATCTACGCT GTCCCGTGGEC GACGCTGTCC

GTCAAGACGC A GG

ACCGCCCGCET CTCOTEGETG GTCCCATEOA

B . rerecT

TGCOGTCAGTG

CGCCEEETAL
TTTGCTECTTG
TGCGGIF AG

CAAGAMGAAG GTGTGCGTCG TGCCCTGGAT

GCGAATATAA CAAAGCGAGC AATGATATGT ACCATTCTCG

GTGGTTCGTG

CCCGCAAGCA

coTccaacTe [GTkcTacca

ATTGTCCGTT

TTCCAGATCT

CCATGACCAA

ACGCTGTCCC

AATTGTCGCA
CGTGCACCAA
CCGCACCTGA

GTGGCAAGGC

GGCGTGAACT

AACGCAGCCG

AACGCAAGGC

ACCATGACGC

ATTTTCTGGA
AACCTGGATA
ATTTTGCAGT

TGTCCAARAG

caccTeTear cacoe il ENTEEOR SEAEEEEDN
==

Figura 5.1. Electroforesis en gel de agarosa. (A) Las bandas observadas en los carriles 1 y 2
pertenecen a pET-24a(+)-CC(L47C) circular, mientras que del carril 3 al 7 se muestran las bandas del
plasmido digerido (Etapa 1). En el panel (A’) las bandas observadas corresponden al pET-24a(+)-
CCE, obtenido en la segunda etapa de mutagénesis. Ambos plasmidos se digirieron por la enzima de
restriccion EcoR | para generar ADN lineal. Las bandas muestran un tamarfio acorde al nimero de pb
que contienen los plasmidos estudiados. Secuencia de nucleétidos. En el panel (B) se muestra la
secuencia de nucledtidos correspondiente al pET-24a(+)-CC(L47C), la cual contiene al codon TGT
que codifica para CYS en la posicion 47 respecto a la secuencia de aminoacidos de CCH, en (B’) se
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muestra la secuencia de nucleétidos del pET-24a(+)-CCE, en la cual se puede apreciar el codon TGT
en las posiciones 47 y 69 seglin su secuencia de AA.

5.1.1 Expresion de la cistatina C humana estabilizada (CCE)

La expresion de CCE en la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H, transformada con el pET-24a(+)-
CCE, se analizé del cultivo en medio LB de cinco clones por separado. Se realiz6 una electroforesis
SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al del sobrenadante obtenido al centrifugar el producto de lisis
de los clones. Las muestras cargadas en el gel de poliacrilamida correspondientes a los clones
analizados de la cistatina C estabilizada (Figura 5.2, carriles 4-8), presentaron una banda a la altura
del estandar correspondiente a 14.4 kDa, ademas, el sobrenadante correspondiente al cultivo de CCH,

asi como una muestra pura de CCH (Figura 5.2, carriles 1y 2) presentaron bandas similares.

KD: . =

97.0 Moo MM

66.0 ~ A .4

45.0 ~ ' ! H 4

30.0 ~ : : e '

20.1 . - “ “

144 - ‘- “
CCHCCH M 1 CCE I

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 5.2. Electroforesis SDS-PAGE: carril 1 pertenece a una muestra homogénea de CCH. Carril
2 sobrenadante de la lisis de un crecimiento bacteriano de la cepa C3030H-CCH. Del carril 4 al 8 se
muestra el sobrenadante de la lisis del crecimiento bacteriano de la cepa C3030H-CCE
correspondiente a cada uno de los cinco clones estudiados. El carril 3 corresponde a los marcadores
de peso molecular.

5.2 Purificacién de los inhibidores

Los inhibidores CCH y CCE se purificaron por separado en tres etapas cromatograficas, del
sobrenadante correspondiente, obtenido en la lisis del crecimiento bacteriano de las cepas C3030H-
CCH y C3030H-CCE. Las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5 muestran los cromatogramas correspondientes a la
purificacion de la CCE, de los cuales se resalta en color gris la fraccion recuperada de inhibidor en
cada una de las cromatografias. Las cromatografias de exclusion molecular se realizaron a pH 9.3,

mientras que la cromatografia de intercambio anionico se hizo a pH 8.8. El cromatograma obtenido
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en la tercera etapa mostro un pico de elucion simétrico, correspondiente al inhibidor, el cual se
recuperd y fracciono para su almacenamiento a -80 °C para su posterior uso en la experimentacion

requerida.
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Volumen de Elucion (mL)

Figura 5.3. Cromatograma de exclusién molecular preparativa. La cromatografia se realiz6 en una
columna Superdex 200 HiLoad 16/60 GE, equilibrada con amortiguador de Glicina 50 mM, NaCl 30
mM, pH 9.3. La parte sombreada corresponde a la zona de elucién del inhibidor. En etapa se
eliminaron proteinas de alto peso molecular.

300

250

[l

(=

o
T

2
1
NaCl (%)

mUA (A,,)

.y

=

o
1

50 -
-_;::*
0 1 1 0

0 10 20 30 40 50 60 70

Volumen de Elucion (mL)

Figura 5.4. Cromatograma de intercambio aniénico. Se empled una columna Sephadex A-50 DEAE
previamente equilibrada con Tris 40 mM, pH 8.8, la fraccion atrapada por la columna se eluy6 en Tris
40 mM con 0.6 M NaCl a pH 8.8. La zona en color gris corresponde a la fraccion recuperada de
inhibidor, la linea punteada representa la concentracion de NaCl. En esta etapa se eliminaron proteinas
de masa molecular similar a la cistatina C, pero cargadas negativamente a las condiciones de trabajo.
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Figura 5.5. Cromatograma de exclusion molecular. Se utiliz6 una columna empacada con resina
Sephacryl S-200, previamente equilibrada con amortiguador de Glicina 50 mM, NaCl 30 mM, pH 9.3.
La parte sombreada representa la zona de elucion del inhibidor.

5.2.1 Prueba de la formacion del puente disulfuro entre los residuos C47 — C69

Con los valores de las masas obtenidas a partir de los espectros de masas MALDI-TOF
correspondientes a las muestras Mcch, MnaT, MaLo, Y Mrep+aLg (Figura 5.6). Se verifico la formacion
del puente disulfuro introducido por las mutaciones puntuales L47C/G69C. Asimismo, los espectros
de masas obtenidas para los inhibidores sin tratamientos quimicos extras, presentados en la Figura 5.6

(A) y (B), son prueba de la pureza lograda durante el proceso de purificacion.
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Figura 5.6. Espectros de masas MALDI-TOF. Los espectros se obtuvieron en modo iénico positivo y
lineal con una tension de aceleracion de 20 kV, empleando una matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico preparado como una solucién saturada en 0.1% de TFA en agua/acetonitrilo (1/1,
v/v). A. Espectro de masas obtenido para CCH (Mcch) B. Espectro de masas correspondiente a CCE
(Mcce) C. Espectro de masas de CCE alquilada con iodoacetamida 10 mM (Mawg). D. Espectro de
masas obtenido para la CCE desnaturalizada y reducida con DTT 10 mM vy alquilada con

iodoacetamida 25 mM (Mgep+ALQ).

Con los datos obtenidos de los espectros de masas correspondientes a las diferentes alicuotas de CCE,

se determind el namero de sulfhidrilos reactivos y el nimero de puentes disulfuro a partir de las

ecuaciones 1, 2 y 3 presentadas en la metodologia.*®

My — Mcce

Ngy = (
SH Mcam

)=

Dado que Nsh es cero se puede asegurar que nuestra proteina no cuenta con sulfhidrilos reactivos.

12575 Da — 12575 Da) _ o



=6.0

_ (MRED+ALQ - MALQ) _ 12919 Da — 12575 Da
NCys - sH — +0

El nimero de cisteinas presentes en la cistatina C estabilizada es 6, lo que concuerda con lo

esperado.

El valor obtenido para Nep, es determinante y asegura la formacion del puente adicional introducido

en la CCH con las mutaciones puntuales L47C y G69C.
5.3 Carboximetilacion y Purificacion de la Quimopapaina (cmQ)

La cmQ se purificd en dos etapas cromatograficas segun lo presentado en la metodologia. Previo a la
cromatografia se elimind el exceso de sales al dializar contra amortiguador de fosfatos 50 mM, pH
7.0.2627 El cromatograma mostrado en el panel A de la Figura 5.7, correspondiente a la primera
cromatografia de intercambio catidnico, exhibe varias zonas de elucién que corresponde a las diversas
PC secretadas en el latex del arbusto tropical Carica papaya L. Este cromatograma muestra en color
gris la fraccion recolectada de quimopapaina carboximetilada. Una vez libre de sales, la fraccion
recolectada en la etapa anterior se sometié a una segunda cromatografia de intercambio catidnico.
Dicho cromatograma se muestra en el panel B de la Figura 5.7. La fraccion recolectada de cmQ se
muestra en color gris. La muestra recuperada en la segunda cromatografia se utiliz6 en todos los

experimentos posteriores.

La homogeneidad de las muestras, recuperadas de su Ultima etapa cromatogréafica, se analiz6 por
electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida (Figura 5.8). Los carriles 2 y 3 se cargaron con
muestras de CCH y CCE respectivamente, mientras que en el carril 4 se cargd con muestra de cmQ.
Las bandas correspondientes a los inhibidores se aproximaron a la altura del estandar correspondiente

a 14.4 kDa mientras que la cmQ mostrd una banda difusa.
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Figura 5.7. Cromatogramas de intercambio cationico. La muestra de cmQ se eluy6 con amortiguador
de fosfatos 50 mM, pH 7.0 con un gradiente bifasico de NaCl 1 M, en una columna Mono S 5/50 GL
(GE). El panel A presenta distintas zonas de elucién que corresponden a las PC presentes en el extracto
comercial, la fraccion recupera de cmQ se muestra en color gris (panel A). EI cromatograma del panel
B muestra en color gris la fraccién recolectada de la recromatografia de cmQ.
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Figura 5.8. Electroforesis SDS-PAGE. Los carriles 2 y 3 corresponden a muestras homogéneas de
CCH y CCE respectivamente, mientras que el carril 4 corresponde a una muestra de cmQ.

5.4 Propiedades estructurales
5.4.1 Propiedades estructurales de los inhibidores CCH y CCE

Para evaluar la estructura secundaria se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en el UV lejano

de ambos inhibidores a pH 7.0 y a 25 °C. Ambos espectros muestran un minimo de elipticidad a la
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altura de los 208 nm y un leve hombro cercano a los 223 nm, dichos espectros coinciden con los ya
reportados de cistatina C humana, Figura 5.9 panel A. %" Por otro lado, los espectros de emision
correspondientes a la CCH y CCE que se muestran en el panel B de la Figura 5.9, exhiben un maximo
en 325 nm. El centro de masa espectral (CME), calculado de los espectros de emision de fluorescencia
correspondientes a CCH y CCE, es el mismo para ambos inhibidores, el valor del CME se muestra en
la Tabla 5.1.
Tabla 5.1. Centro de masa espectral correspondiente a los espectros de fluorescencia intrinseca de
CCHYy CCE.
Inhibidor CME (nm)
CCH 336
CCE 336
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Figura 5.9. Panel A. Espectros de dicroismo circular. Los espectros de DC se realizaron a pH 7.0 y
25 °C. En linea negra se muestra el espectro de cistatina C humana silvestre mientras que el espectro
presentado en linea roja pertenece a la cistatina C estabilizada. Las muestras de ambas cistatinas se
trabajaron a una concentracion de 0.1 mg/mL. Panel B. Emision de fluorescencia. Los espectros de
emision se midieron apH 7.0 y 25 °C. La emision de CCH se muestra en linea negra, mientras que la
emisién de CCE se muestra en linea roja. Ambos espectros se obtuvieron excitando a 280 nm, mientras
que la emision se colecto de 300 a 400 nm. En este caso ambos inhibidores se trabajaron a 0.1 uM
(1.2 x 10 mg/mL).

5.4.2 Propiedades estructurales de la cmQ

El espectro de DC en el UV lejano de la cmQ se obtuvo a pH 7.0 y a 25 °C, exhibe dos minimos, el

primero cercano a los 210 nm y un segundo minimo mas acentuado en aproximadamente 222 nm. El
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espectro obtenido es consistente con lo reportado previamente por Solis-Mendiola y col. 1989.%
(Figura 5.10 panel A).

El panel B de la Figura 5.10 presenta el espectro de emision normalizado de la quimopapaina
carboximetilada, que cuenta con cuatro triptofanos (trp7, trp26, trpl81 y trpl185). El espectro de
emision de fluorescencia presenté un CME a los 340 nm, mientras que el maximo del espectro se

encontré cercano a los 329 nm.

[6]x10°(deg cm’dmol ™)
Intensidad de fluorescencia

200 210 220 230 240 250 300 320 340 360 380 400
A(nm) A(nm)

Figura 5.10. Panel A. Espectro de dicroismo circular. El espectro de DC se midié apH 7.0y a 25 °C,
con una concentracion de cmQ de 0.1 mg/mL (4.2 uM). Panel B. Espectro de emision de fluorescencia
obtenido en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0. a 25 °C correspondiente a la quimopapaina
carboximetilada. El espectro se obtuvo al excitar la muestra de cmQ a 280 nm, mientras que la emision
se registro de 300 a 400 nm. La cmQ se trabajé a 0.10 pM.

5.4.3 Prueba espectroscopica de la formacion del complejo

Para evaluar si el complejo Inhibidor — cmQ se estaba formando, se compararon los espectros de
emisién a pH 7.0 correspondientes a los inhibidores libres, la cmQ y la mezcla de inhibidor con cmQ.
Los espectros de emision correspondientes a las mezclas cmQ con CCH y cmQ con CCE, presentaron
una clara disminucion en la intensidad de fluorescencia en comparacion con un espectro calculado
como la suma de la IF de las proteinas libres (Figura 5.11). Los espectros de las mezclas presentaron
el mayor cambio a los 337 nm con respecto al espectro calculado. EI CME calculado es de 333 nm
para el sistema cmQ — CCH y 331 nm para cmQ — CCE. Los espectros de emision correspondientes

a la mezcla mostraron un corrimiento en su maximo hacia longitudes de onda mas cortas.
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Figura 5.11. Emision de Fluorescencia. Los espectros de emision se registraron de 300 a 400 nm, con
una longitud de onda de excitacién de 280 nm. EI panel A muestra los espectros de emision de las
proteinas cmQ y CCH libres, una mezcla de estas y un espectro calculado a partir de la emisién de las
proteinas libres, mientras que el panel B corresponde al sistema cmQ — CCE. En ambas Figuras los
(@) corresponden a la IF calculada como la suma de la IF de las proteinas libres, los (©) representan
la IF de la cmQ libre, (A) es la mezcla de inhibidor con cmQ, mientras que los (A) corresponden a la
IF de la CCH 6 CCE. Los espectros se midieron a una razon de concentracion de la mezcla enzima-
inhibidor de 1.2 para esto se utilizé lacmQ a 0.10 uM y el inhibidor a 0.12 uM.

5.5 Estabilidad estructural del monémero de cistatina C humana
5.5.1 Pruebas de oligomerizacion por CEM y DDL

Para verificar la capacidad que tienen la CCH de formar dimeros, y por otro lado corroborar la
eliminacion de este fenémeno en la cistatina C estabilizada,® se realizaron experimentos de
cromatografia de exclusion molecular en una columna Superdex 75 HR 10/30 previamente calibrada
y equilibrada (Figura. 5.12). EI cromatograma de la prueba realizada para CCH a 0.20 mg/mL y 25
°C, mostro un pico principal asociado al mondmero y un pico méas pequefio relacionado con el dimero
(Azul claro). El ensayo donde se duplico la concentracion de CCH (0.40 mg/mL) provoc6 un aumento
en la proporcion del pico relacionado con el dimero (linea azul). Ademas, el calentamiento de esta
alicuota durante 40 minutos a 65 °C y el posterior enfriamiento a 25 °C condujeron a una mayor
formacion de dimeros (curva roja). Por otro lado, una muestra concentrada (0.40 mg/mL) y calentada
de CCE se eluyd como un solo pico en la zona correspondiente al mondmero (linea negra). Pruebas
realizadas por dispersion dinamica de luz (DDL) a soluciones de CCH a 0.40 mg/mL calentadas a 65
°C mostraron la formacion oligomeros de orden superior al calentarse a 65 °C, mientras que, bajo las

mismas condiciones, el CCE siguio siendo un monomero (Figura. 5.13).
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Figura 5.12. Evaluacién de la formacion de oligomeros por cromatografia de exclusion molecular.
La cromatografia se realiz6 en una columna Superdex 75 HR 10/30 con un tampon de fosfato de 20
mM, 100 mM NaCl a pH 7.0, en un sistema FPLC AKTA. Panel A: La linea azul claro corresponde
a la muestra de CCH a 0.20 mg/mL, la CCH con concentracion de 0.40 mg/mL, se muestra en linea
azul, la linea roja corresponde a la muestra de CCH concentrada a 0.40 mg/mL y calentada a 65 °C,
por ultimo, la muestra de CCE concentrada a 0.40 mg/mL y calentada a 65 °C, corresponde a la linea
negra. Panel B: En triangulos color azul claro se muestra la CCH concentrada a 0.20 mg/mL, la CCH
concentrada a 0.40 mg/mL corresponde a los circulos azules, los circulos rojos pertenecen a la CCH
(0.40 mg/mL) calentada a 65 °C, por ultimo, la muestra de CCE concentrada a 0.40 mg/mL y calentada
a 65 °C corresponde a el circulo negro. La linea continua en el panel B representa la regresion lineal
correspondiente a los datos de los estandares (puntos verdes). Los pesos moleculares de dichos
estandares son: y-globulina (158 kDa), ovoalbimina (44 kDa), mioglobina (17 kDa), y vitamina B12
(1.35 kDa). Los pesos moleculares estan representados en escala logaritmica.
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Figura 5.13. Dispersion dinamica de luz. Se muestra la distribucion en el tamafio de particula de las
soluciones CCH (linea discontinua) y CCE (linea solida) a 25 °C (A) y 65 °C (B). Ambos inhibidores
se prepararon a una concentracion de 0.4 mg/mL en fosfatos 20 mM, 56 mM NacCl.
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5.6 Calorimetria diferencial de barrido

El termograma obtenido para CCH es similar al reportado anteriormente por Zerovnik E. y col.*,
mientras que el termograma correspondiente a la CCE presento un desplazamiento en su Tm de
aproximadamente 10 °C (Figura 5.14), asi mismo un segundo calentamiento de ambos inhibidores
sugiere que el desplegamiento térmico de estos es irreversible. El andlisis del termograma dio los
valores de Tm Yy AHw/AHca correspondientes a CCH los cuales fueron 78.6 °C y 2.92
respectivamente, estos valores son comparables con los valores de 82.0 °C y 2.67 obtenidos
anteriormente para CCH concentrada a 1.0 mg/mL y truncada en el amino terminal.>* En el caso de la
CCE los valores obtenidos para Tm Yy AHvH/AHca Son 89.5 °C y 1.86 respectivamente (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Analisis de los termogramas obtenidas por CDB. Las trazas calorimétricas fueron
analizadas usando un modelo de equilibrio de dos estados.

CCH 78.6 £0.2 139.4+11.4 4055+ 7.3 0.99 2.92+0.19
CCE 89.5+0.2 194.1+19.6 3588+1.4 0.99 1.86 £0.20
“~~ B
/f \‘ - 16
/I \\
4 \
3 \ 1" e
o ‘\ 5
E \ E
3— /’ 18 3—
o ’ o
[&] / (8]
/ \
/I ' da
p \
1 1 1 1 1 I\\ 0

75 80 85 20 95 100 105

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura. 5.14. Calorimetria diferencial de barrido. Los barridos se obtuvieron a 90 K/h en tampon de
fosfatos 20 mM, pH 7.0, con 56 mM de NaCl. En el panel A se muestra el termograma de CCH en
linea discontinua, mientras que el panel B exhibe el termograma correspondiente a CCE en linea
discontinua. En ambos paneles las lineas continuas representan el ajuste a un modelo reversible de
dos estados de los datos experimentales. La concentracion de ambos inhibidores es de 0.40 mg/mL
(~32.0 uM).
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5.7 Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Los experimentos de CTI se realizaron a pH 7.0 en amortiguador de fosfatos (NaH2PO4/Na,HPQO4) 10

mM con 78 mM de NaCl para fijar la fuerza iénicaa 0.1 M. Las isotermas se obtuvieron por duplicado

a las temperaturas de 10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C para el sistema cmQ-CCE, mientras que para el

sistema cmQ-CCH se obtuvieron a 15°C, 25 °C y 35 °C. La Figura 5.15 muestra las isotermas

obtenidas de tres temperaturas para ambos sistemas. Los parametros n, AHy y Ky se obtuvieron al

ajustar los datos integrados y corregidos mediante la sustraccion del calor de dilucion al modelo de

sitios de unidn idénticos e independientes (Ec. 5), mientras que el valor de 74Su y AGu se obtuvo
segun la ecuacién 4. El promedio de los parametros n, AHu, Ku, 74Su y AGuy calculados a las distintas

temperaturas de trabajo se exponen en la Tabla 5.3
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Figura 5.15. Isotermas obtenidas a 15 °C, 25 °Cy 35 °C. El panel superior de las figuras (a, a’, b, b,
¢y ¢’) muestra los datos crudos obtenidos para cada titulacion en p/s. El panel inferior de las figuras
(A, A", B, B, Cy C") muestra en cuadros negros los datos integrados y corregidos mediante la
sustraccion del calor de dilucion, mientras que la linea continua corresponde al ajuste, con regresion
no lineal de las isotermas, al modelo de sitios de unién idénticos e independientes. Los experimentos
se realizaron a pH 7.0 en amortiguador de fosfatos 10 mM y 78 mM de NaCl para fijar la fuerza idnica

a0.1M.

Tabla 5.3. Pardametros termodinamicos (n, AHu, Ku, TASu y AGu) obtenidos a distintas temperaturas
por CTI de los sistemas cmQ — CCE y CCH — cmQ.

cmQ - CCE
10
CCH-cmQ
cmQ - CCE
15 5
CCH-cmQ
cmQ — CCE
25 <
CCH-cmQ
cmQ - CCE
35 .
CCH-cmQ

29+04

29+05
23+04
9.0+16
35+14
120+25
40+17

-34.3+0.3
-35.7+0.4
-35.1+05
-39.6+0.4
-37.4+1.0
-41.7+05
-38.7+14

-23.9+0.3
-29.0+ 05
-17.0+0.4
-326+04
-282+1.0
-46.1+ 0.6
-48.3+1.5

11.0+05
19.7+0.4
18.2+0.6
7.0+£0.6
92+14
-44+0.8
-100+1.8

0.81+0.01
0.60+£0.01
0.51+0.01
0.67 +0.01
0.59 +£0.02
0.75+0.01
0.73+0.02

El valor del ACp, se calculo a partir del grafico de AHy vs T mostrado en la Figura 5.16 a traves de la

regresion lineal de los datos de 4Huy, dado que el cambio en la capacidad calorifica esta dado por la

aa
d

relacion: ACp =

CCH, se determino por CTI a distintas temperaturas (Tabla 5.3).

';". El cambio en la entalpia de union 4Hy para los sistemas cmQ — CCE 'y cmQ —
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Figura 5.16. Cambio en la capacidad calorifica ACp. EI AC, para el sistema cmQ — CCE se determind
a partir de los valores de 4Hy a 10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C, mientras que para el sistema cmQ —
CCH, se evalu6 el AHya 15 °C, 25 °Cy 35 °C. Ambos gréaficos presentan los valores de la regresion
lineal.

Tabla 5.4. Valor del 4Cp obtenido para los sistemas cmQ — CCE y CmQ — CCH a pH 7.0 en
amortiguador de fosfatos 10 mM y 78 mM de NaCl, fijando la fuerza i6nica en 0.1 M.

cmQ — CCE -0.72 +0.15
CCH -cmQ -1.42 +0.20

5.8 Modelado Computacional
5.8.1 Modelado y simulacion de DM de los Inhibidores.

Los cambios efectuados en la estructura 3D de la cistatina C humana estabilizada, para generar un
modelo de la cistatina C silvestre monomérica se muestran en la Figura 5.17, también se resaltan los
residuos de aminoécidos afiadidos al extremo amino, con el fin de lograr modelos con las
caracteristicas de los inhibidores obtenidos experimentalmente. Para evaluar la estabilidad térmica de
los inhibidores, se corrieron simulaciones de DM a 350 y 450 K en solvente explicito de los modelos
3D de ambos inhibidores, con un tiempo de simulacion de 200 ns. La simulacion de DM, realizada a
350 K de CCH y CCE, mostro que ambas proteinas son estables y que poseen movilidad similar,
segun los perfiles de la desviacion cuadratica media (RMSD) y de fluctuacidon cuadratica media

(RMSF) mostrados en la Figura E1 del Apéndice E. La Figura 5.18 presenta un diagrama en colores
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de como evoluciona la estructura secundaria durante los 200 ns de simulacion de DM a 450 K, tiempo
durante el cual se observd la perdida de estructura terciaria tanto en CCH como en CCE, siendo més

evidente en la cistatina C humana silvestre.

Figura 5.17. Modelos 3D de los inhibidores. A la izquierda se muestra la estructura de la cistatina C
humana silvestre, en color rojo se exponen los aminoacidos L47 y G69 modelados y los AA L9y V10
afiadidos. El lado derecho de figura muestra la estructura tridimensional de la cistatina C estabilizada,
resaltando en color amarillo el puente disulfuro formado entre las posiciones C47-C69 y los
aminoéacidos afiadidos L9 y V10 en color magenta. Los cambios se realizaron en el software MOE
2014 (Molecular Operating Environment, www.chemcomp.com).
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Figura. 5.18 Simulacion de dinamica molecular en solvente explicito a 450 K durante 200 ns, en un
conjunto NPT. En el panel A se exhibe en un diagrama de colores de los cambios en la estructura
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secundaria, mientras que en el panel B se muestran los perfiles de RMSF de los carbonos-a, donde la
linea negra corresponde a la CCH y la linea roja a la CCE.

5.8.2 Construccion del modelo cistatina C humana — quimopapaina por acoplamiento

molecular rigido

Del alineamiento de las secuencias de aminoacidos de cistatina C estabilizada y quimopapaina, con
secuencias de aminoacidos de proteinas involucradas en complejos homologos de PC—inhibidor de
los cuales ya se conoce su estructura 3D, se obtuvo que el mayor porcentaje de identidad se dio entre
cistatina C humana y estefina B (PDB:20CT) y entre quimopapaina (PDB:1YAL) con papaina
(PDB:9PAP), Tabla 5.4.%°

Tabla 5.4. Porcentaje de identidad obtenidos al comparar la secuencia de AA de la CCE y la

qguimopapaina con la secuencia de AA de proteinas involucradas en complejos homdlogos con
estructuras 3D conocidas.

Cistatina C/Estefina B 17.97 23 33
Cistatina C/Estefina A 14.73 19 37
Quimopapaina/Papaina 56.42 123 51
Quimopapaina/Catepsina B 20.61 54 74
Quimopapaina/Catepsina H 36.12 82 75
Quimopapaina/Catepsina L 37.88 86 68
Quimopapaina/Catepsina V 39.91 91 67

En las Figuras 5.19 y 5.20 se muestra el alineamiento de las secuencias de AA con el mayor porcentaje
de identidad, registrando un 56.42 % de identidad la comparacion entre las secuencias de AA de
quimopapaina y papaina, mientras que la comparacion entre las secuencias de AA de cistatina C

estabilizada con estefina B se obtuvo un porcentaje del 17.97%.
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Figura 5.19. Alineamiento de las secuencias de AA de quimopapaina (PDB:1YAL) con papaina
(PDB:9PAP). Se obtuvo un porcentaje de identidad de 56.42%, 123 posiciones idénticas (*) y 51
posiciones similares (:). En negritas se resaltan las regiones conservadas.
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Figura 5.20. Alineamiento de las secuencias de AA de estefina B (PDB:20CT) y CCE (3GAX), del
cual se obtuvo un porcentaje de identidad de 17.97%, 23 posiciones idénticas (*) y 33 posiciones

similares (:).
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La estructura tridimensional del complejo papaina—estefina B se utiliz6 como plantilla para generar
un modelo preliminar del complejo cistatina C humana — quimopapaina. EI acoplamiento molecular
rigido realizado en el servidor pyDockweb el cual en su version RST nos permite establecer
restricciones para acotar la zona de prueba para generar el complejo. La Tabla 5.5 muestra la lista de
los posibles contactos generados con la unién de cistatina C humana a quimopapaina, establecidos a
partir de la plantilla, los cuales se establecieron como restriccion.

Tabla 5.5. Posibles amino&cidos involucrados en la formacion del complejo cistatina C humana—

quimopapaina. Los contactos entre estos residuos fueron alimentados como restriccién en el servidor
pyDockweb version RST.5?

CISTATINA C L9 G11 A25 156 V57 A58 V60 W106

QUIMOPAPAINA Q19 G20 A21 K64 G65 G66 D158 W181
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Figura 5.21. Estructura tridimensional de complejo cistatina C humana — quimopapaina. Aqui se
muestra la sobreposicion de los complejos CCH — quimopapaina y CCE — quimopapaina, la cual dio
un RMSD de 1.9 A respecto a los carbonos a. La figura se realizé en MOE 2014 (Molecular Operating
Environment, www.chemcomp.com).

5.8.3 Simulacion de DM de los modelos inhibidor — quimopapaina

La estabilidad estructural de los modelos, cistatina C humana — quimopapaina y cistatina C
estabilizada — quimopapaina, obtenidos por acoplamiento molecular rigido, se evalud por simulacion
de DM en solvente explicito a 350 y 450 K en un conjunto NPT durante 200 ns. La simulacién de DM
a 350 K de los complejos mostr6é que ambos complejos son estables durante el tiempo de simulacion,
segun los perfiles de RMSD y radio de giro (Rg), presentados en la Figura 5.22. Ademas, la evolucién
del RMSF refleja poca movilidad de los carbonos-a, durante el tiempo de simulacion (Figura 5.23).
Por otro lado, la simulacion de DM realizada a 450 K mostrd un aumento paulatino en el RMSD del
complejo CCH — quimopapaina, mientras que el perfil del RMSD correspondiente al complejo CCE
— quimopapaina se muestra constante de los 40 — 115 ns (Apéndice E.2). Los perfiles obtenidos del

Rg para ambos complejos mostraron fluctuaciones en su valor durante el tiempo de simulacién sin
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Ilegar a aumentar considerablemente (Apéndice E.2). La variacion en el Rg de ambos complejos es
debida a la redistribucion de masa, generadas por cambios conformacionales, lo que evidencia que los

complejos a 450 K no se mantienen compactos durante el tiempo de simulacién (Figura E3).
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Figura 5.22. Perfiles del Rg y el RMSD obtenidos de la simulacion de DM a 350 K. En el gréfico de
la izquierda se muestra la evolucion del radio de giro, mientras que el grafico derecho corresponde al
perfil de RMSD. En linea roja se muestra al complejo CCE — quimopapaina y los perfiles linea negra
corresponde al CCH — quimopapaina.
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Figura 5.23. Perfiles obtenidos de RMSF para los complejos, dichos perfiles corresponden a la
evolucion de los sistemas durante los 200 ns de simulacién de dinamica molecular a 350 K. El sistema
CCE — quimopapaina se muestra en linea roja mientras que la linea negra corresponde al sistema CCH
— quimopapaina.
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La evolucidn de fluctuacion cuadratica media obtenida de la simulacion de dindmica molecular a 450
K de ambos complejos, mostré una mayor fluctuacion en los residuos de AA correspondientes al
complejo CCH — quimopapaina, sobre todo en el extremo carboxilo de la quimopapaina. Los perfiles

de RMSF se muestran en el Apendice E.

El andlisis de la interfaz de los complejos inhibidor — quimopapaina, se realizé a partir de los modelos
simulados por DM a 350 K. Al establecer un radio de corte < 3.0 A se encontraron un total de 7
interacciones para el complejo CCH — quimopapaina, de las cuales 5 eran de puentes de hidrégeno y
2 interacciones idnicas, mientras que el complejo CCE — quimopapaina presento 10 interacciones, de
las cuales 8 son puentes de hidrogeno y 2 son interacciones idnicas. Las Figuras 5.24 y 5.25 muestra
la distancia a la cual se encuentran los atomos y los residuos de aminoacidos involucrados. En la tabla
5.6 presenta un listado de las interacciones encontradas para ambos complejos, dentro de un radio de
corte <3.0 A,

El complejo CCH — quimopapaina cuenta con un total de 56 residuos ocultos en la interfaz, de los
cuales 31 son de quimopapaina y 25 de CCH, mientras el complejo CCE — quimopapaina tiene un
total de 57 residuos en la interfaz de los cuales 32 pertenecen a quimopapaina y 25 a CCE, las listas

de aminoécidos ocultos en la interfaz se muestran en el apéndice F.
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Figura 5.24. Interfaz del complejo CCH — quimopapaina. Se empleo un radio de corte de 3.0 A. Aqui
se muestra la localizacion de los 5 puentes de hidrégeno (panel A), asi como los 2 pares ionicos (panel
B) creados en la formacién del complejo. Las cadenas laterales de los residuos de AA involucrados
se resaltan en color rosa para CCH y en azul claro para quimopapaina. EI nombre de los aminoacidos
se muestra en color negro y las distancias en color verde. La figura se realizé en MOE 2014 (Molecular
Operating Environment, www.chemcomp.com).
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Figura 5.25. Interfaz del complejo CCE — quimopapaina. Aqui se muestra la localizacién de los 8
puentes de hidrégeno (panel A), asi como los 2 pares i6nicos (panel B) creados en la formacion del
complejo. Las cadenas laterales de los residuos de AA involucrados se resaltan en color rosa para
CCE vy en azul claro para quimopapaina, ademas el nombre de los aminoacidos involuvrados se
muestra en color negro y las distancias en color verde. Se fijo un radio de corte de 3.0 A. La figura se

realiz6 en MOE 2014 (Molecular Operating Environment, www.chemcomp.com).
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Tabla 5.6. Lista de contactos presentes en la interfaz del complejo CCH — quimopapaina a un radio
de corte <3 A. Aqui se enlistan 5 puentes de hidrdgeno y 2 interacciones de tipo i6nico.

AA (atomo) AA (atomo)

PH Tyr67 (OH) Pro13 (O)
PH GIn142 (OE1) Arg25 (NH1)
PH Lys156 (NZ) Glu20 (OE1)
PH Asp158 (OD2) Lys54 (NZ)
PH Asn184 (ND2) Pro105 (O)
I6nica Lys156 (NZ) Glu20 (OE1)
I6nica Asp158 (OD2) Lys54 (NZ)

Tabla 5.7. Lista de contactos generados en la formacion del complejo CCE — quimopapaina a un
radio de corte < 3 A. Dentro de este radio de corte se encuentran 8 puentes de hidrégeno y 2
interacciones de tipo iénico.

PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH
PH

I6nica

I6nica

AA (4tomo)
Trp26 (NE1)
Lys64 (O)
Gly137 (O)
GIn142 (OE1)
Lys145 (NZ)
Lys145 (NZ)
Lys156 (NZ)
Asp158 (OD1)
Lys156 (NZ)
Aspl158 (OD1)

AA (4tomo)
Gly11 (O)
GIn55 (NE2)
Tyr62 (OH)
Arg25 (NH1)
Trpl106 (O)
GIn107 (O)
Glu20 (OE2)
Lys54 (NZ)
Glu20 (OE2)
Lys54 (NZ2)
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5.9 Estimaciones Teodricas de los Parametros Termodinamicos de Union

La estimacion tedrica del AHu 'y ACp para los complejos CCH—quimopapaina y CCE—quimopapaina,
se realizd a partir de modelos semiempiricos presentados en las ecuaciones 6 y 7 que correlacionan
estas variables con la magnitud de las areas superficiales AASA ocultas en la interfaz, misma que se
divide en sus contribuciones polar (AASAp) y apolar (AASAap). Para calcular el valor de las ASA se
emple6 el programa NACCESS'?, basado en el algoritmo de Lee y Richards®®, utilizando un radio de
prueba de 1.4 A, asi como las coordenadas espaciales de los complejos y de las proteinas libres. Los
valores de los cambios de areas se muestran en la Tabla 5.8, mientras que el valor de los coeficientes
de proporcionalidad Afp, Ahap, ACpp Y ACp ap Se presentan en la Tabla 4.3.7%72

Tabla 5.8. Valor del area superficial accesible al solvente oculta en la interfaz del complejo PC —

Inhibidor, asi como el valor de sus contribuciones polar y apolar. Dichos valores se determinaron en
el programa NACCESS.™

CCH-Qa -2072.8 -1370.9 -701.9
CCE-0Qa -2008.3 -1249.5 -758.7

Los valores estimados para el 4Hy de los complejos se presentan en la Tabla 5.9. EI 4Hy calculado
con los coeficientes propuestos por Garcia y Hernandez®’ fueron los mas proximos a los valores de
AHuy obtenidos experimentalmente. EI cambio en la capacidad calorifica estimado por los modelos
semiempirico se subestimo, para el complejo CCH — quimopapaina el valor mas préximo lo estimo el
modelo de Myers y col.”®, mientras que para el complejo CCE — quimopapaina, el valor estimado de
ACp por el modelo Makhatadze & Privalov’! es el mas proximo al 4Cp obtenido experimentalmente.
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Tabla 5.9. Valores de 4Hy estimados por los modelos empiricos de area superficial accesible al
solvente. Los valores se calcularon con los coeficientes de presentados en la Tabla 4.3.

CCH-Qa Garcia & Hernandez®’

CCE-0Qa -79.30
CCH-Qa Luque & Freire® -155.40
CCE-Qa -137.50

Tabla 5.10. Valores de ACp determinados a través de modelos de area superficial accesible al
solvente. En la obtencion de estos valores se utilizaron los coeficientes de correlacion (Acpp Y Acp, ap)
presentados en la Tabla 4.3.

CCH-Qa Murphy & Freire® 0.17
CCE-Qa -0.07
CCH-Qa Myers y col.” -0.31
CCE-Qa -0.42
CCH-Qa Makhatadze & Privalov’ -0.29
CCE-Qa -0.52
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6. DISCUSION

6.1 Construccion, purificacion y caracterizacion de la cistatina C humana y su mutante
(L47C/G69C).

El anélisis de la secuencia de nucle6tidos del pET-24a(+)-CCE asegurd el éxito del experimento de
mutagénesis, ya que dicha secuencia contiene al codon TGT que codifica para cisteina, en las
posiciones 47 y 69 correspondientes a la secuencia de AA de la cistatina C humana. Por otro lado, la
cepa C3030H-CCE expreso la cistatina C estabilizada, dado que la electroforesis SDS-PAGE en gel
de poliacrilamida present6 una banda intensa, localizada a la altura de una muestra homogénea de
CCH, ademéas ambas muestras migraron de manera similar al estandar correspondiente a una masa
molecular de 14.4 kDa (Figura 5.2).

Se obtuvieron soluciones homogéneas de CCH y CCE a partir de la metodologia implementada para
la purificacién. En la etapa intermedia correspondiente a la cromatografia de intercambio anionico
(Figura 5.4) la cistatina C humana no interacciona con la matriz de la columna, este uso atipico de la
cromatografia es debido a que la cistatina C humana en su forma completa tiene un pl de 9.2, lo que
hace que un alto porcentaje de la proteina se encuentra sin carga neta o ligeramente positiva en las
condiciones de trabajo pH 8.8. Sin embargo las proteinas con un pl por debajo del pH de trabajo son
atrapadas en la matriz de la columna ya que adquieren carga negativa.?>* En investigaciones previas
donde se purifico la cistatina C humana recombinante, realizaron dos etapas cromatograficas, una de
intercambio aniénico a pH 9.0 para aprovechar la basicidad de la proteina, seguida de una
cromatografia de exclusion molecular en una columna superdex 75.3> 3% En el presente estudio se
introdujo un paso preparativo de cromatografia en gel para eliminar las proteinas grandes, dado que
en la cromatografia de intercambio aniénico se empled una columna DEAE (Dietilaminoetil-celulosa)
que proporciona una interaccion débil, y se podrian arrastrar proteinas con una pl similar al de la

cistatina C.

El analisis de las muestras finales de CCH y CCE por electroforesis SDS-PAGE, mostrd para ambos
inhibidores una sola banda a la altura del marcador de 14.4 kDa (Figura. 5.6, carril 2 y 3). Por otro
lado, los espectros de masas de CCH y CCE mostraron un solo pico, con valores de 12537 Da'y 12575
Da, respectivamente. Estas masas corresponden a la cistatina C humana truncada en su extremo amino
a la altura de la leucina 9. El protocolo de purificacion nos permite obtener un rendimiento de

aproximadamente 8 mg por litro de cultivo para ambos inhibidores.

60



Los espectros de dicroismo circular obtenidos a pH 7.0, sugieren que en estas condiciones las proteinas
no sufren cambios en su estructura secundaria, ya que son comparables con espectros reportados en
otros trabajos.®” El espectro de DC en el ultravioleta lejano de ambos inhibidores muestra que estos
se pliegan de manera similar, lo que indica que el puente disulfuro introducido por las mutaciones
puntuales L47C/G69C no afecta la estructura secundaria de la cistatina C humana. El analisis de los
espectros de DC con el programa K2D2,” predijo un contenido del 34% en la estructura hoja B y un
9% de hélice a, la prediccion del contenido de estructura secundaria va de acuerdo con los porcentajes
obtenidas a partir de la estructura cristalografica de la CCE®®, que son del 47% en hoja B y del 13%
en hélice a. Los espectros de florescencia intrinseca de CCH y CCE muestran que las mutaciones en
CCH no provocaron alteraciones significativas en la estructura terciaria de esta ya que el centro de
masa espectral de ambas proteinas es el mismo (Tabla 5.2).

Se determind, que el nimero de puentes disulfuro presentes en la CCE son 3 y estan formados por los
pares C73-C83, C97-C117 y C47-C69. Este resultado es determinante y asegura la formacion del
nuevo puente disulfuro, introducido para estabilizar la estructura respecto a la formacion de dimeros
u oligbmeros mas grandes.

La obtencion de ambos inhibidores escindidos en su extremo amino terminal ya ha sido reportado, en
diversos trabajos mencionan el truncamiento del extremo amino, aunque no esta claro que es lo que
lo promueve. Los valores de la Ki (constante de inhibicion o constante de disociacién) presentados en
la Tabla 6.12* 2> muestran una variacion con la pérdida del extremo amino. Para algunas proteasas
cisteinicas (Ej. catepsina B y L) esta variacion es muy alta mientras que en otras no genera cambios

significativos (Ej. catepsina H). %

Tabla 6.1. Constantes de inhibicién K; en nM para sistemas donde participa la cistatina C nativa, asi
como la cistatina C escindida en su N-terminal 243

Inhibidor Catepsina B Catepsina L Catepsina H
Cistatina C nativa 0.148 + 0.011 < 0.005 0.35+0.03
Cistatina C trunca 101+4 2.11 £ 0.29 2.15+0.27
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6.1.1 Carboximetilacion, purificacion y caracterizacion de la cmQ.

El espectro de dicroismo circular en el UV lejano obtenido para cmQ, corresponde con espectros de
DC reportados previamente?® 8, esto indica que la estructura secundaria no se ve afectada por la
modificacion quimica hecha en la cisteina 25 y cisteina 117. El espectro se analizd con el programa
K2D2,” el cual estimd un contenido del 10% de hélice a contra un 44.5% de conformacion P, estos
porcentajes discrepan del contenido de estructura secundaria basado en la estructura 3D de la
quimopapaina®®(48.6 % en hoja B y un 49.5 % de hélice ) sobre todo la estimacion del porcentaje de

hélice a.
6.2. Propiedades Estructurales presentes en la formacién del complejo

Los espectros de emision correspondientes a las mezclas de cmQ 0.1uM con CCH 6 CCE 0.12 uM
(Figura 5.11), muestran un considerable decaimiento a los 337 nm en la sefial de fluorescencia en
comparacion con el espectro calculado como la suma de la IF de las proteinas libres (IF-cmQ + IF-
Inhibidor), el abatimiento en la sefial es evidencia de que se esta formando el complejo. Por otro lado,
el apagamiento sugiere la participacion de residuos aromaticos en la formacion del complejo, los
cuales quedan ocultos en la interfaz de este y que en sus formas libres estan expuestas al solvente.
Este resultado es congruente con otros trabajos, donde reportan la participacion de triptéfanos en la

formacion de complejos PC — inhibidor, los cuales quedarian ocultos en la interfaz.54 84
6.3 Estabilidad estructural de la cistatina C humana y de la mutante L47C/G69C

El analisis por CEM y DDL realizados a la CCH y CCE muestran claramente que la CCH a
concentraciones > 0.20 mg/mL forma dimeros (Figura 5.12). Ademas, el calentamiento de las
soluciones de CCH a 65 °C aumentd la concentracion de dimeros y promovi6 la formacion de
agregados de alta masa molecular (Figura. 5.13).”” Sin embargo, la cistatina C estabilizada se mantuvo
como mondmero incluso a altas concentraciones y temperaturas debido a que el enlace de disulfuro
(C47-C69) adicional, funciona como una grapa que impide la separacion de sus dominios.®3¢ 7® por
otro lado, el analisis de la estabilidad téermica de ambos inhibidores hecho por calorimetria diferencial
de barrido (CDB) muestra que la desnaturalizacion térmica de ambas cistatinas es irreversible, ya que
estas no presentaron un cambio significativo en la capacidad calorifica de la solucién en un segundo
barrido térmico, realizado enseguida que las muestras se enfriaron. En la Tabla 5.2 se presenta los
valores de A4Hca Y 4Hw+ obtenidos al analizar las trazas calorimétricas, suponiendo un modelo de

equilibrio de dos estados, correspondientes a los barridos independientes de cada inhibidor (Figura
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5.14). Aunque las ecuaciones de equilibrio no son aplicables bajo estas condiciones, el calculo del
cambio en la entalpia de van't Hoff y su comparacion con el cambio en la entalpia calorimétrica, por
la relacion 4Huw/AHcal, puede ayudar a comparar la molecularidad de los procesos, en el caso de la
CCH esta relacion es de 2.92 lo que indica que previo a la desnaturalizacién térmica la CCH, esta se

encuentra en forma de dimero u oligémero.> 7

La CDB mostro que el puente disulfuro adicional confirié un aumento en la estabilidad térmica de la
proteina, desplazando la Tm desde 78.6 °C a 89.5 °C y disminuyendo la relacion AHn/AHca a 1.86
(Tabla 5.2). El efecto estabilizador del puente C47-C69 resulta de una disminucion de la entropia
conformacional de la cadena desplegada, que ha sido estimada por la ecuacion 9.7

AS =-8.8—(3/2)R-Inn (Ec. 9)

donde n representa el nUmero de residuos que forman el lazo del enlace disulfuro, siendo este 23 para
el puente disulfuro C47-C69 de CCE. Por lo tanto, la disminucion de la entropia causada por este
enlace (445S) calculada usando la Ecuacién 9 es de 48 J/K mol. S6lo como referencia, si asumimos
qgue ambas desnaturalizaciones son reversibles y que la estabilizacion energética del nuevo puente
disulfuro se debe enteramente a este efecto entropico, es decir, A4H = 0, esperariamos una Tm cOn un
valor de 93.9 °C para la CCE (Apéndice D). Méas aun, la mayor relacion AHyn/AHca de 2,92 para el
CCH en comparacion con 1,86 para el CCE revela la mayor naturaleza oligomérica de las especies

que sufren desnaturalizacion térmica en el caso del CCH.%. 8
6.4 Caracterizacion termodinamica de los complejos por CTI.

En los experimentos de CTI se requieren muestras concentradas de proteina, sobre todo si se emplea
como titulante, en este sentido la propensién de CCH a formar dimeros limita su uso a concentraciones
superiores a los 0.20 mg/mL. Para el sistema cmQ — CCH, la CCH se coloco en la celda de calorimetro
mientras que la jeringa se cargé con cmQ. En contraste, para el complejo cmQ — CCE, la celda del

calorimetro se lleno con la cmQ mientras que la CCE se utiliz6 como titulante.

Los parametros termodindmicos AHu, AGy obtenidos en las titulaciones calorimétricas se hicieron
mas negativos conforme aumento la temperatura, mientras que el factor entropico TASu disminuyd

pasando de positivo a negativo. Las afinidades medidas de la cmQ por ambos inhibidores es muy
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similar en este intervalo de temperatura y cuentan con un valor medio de Ky de 6.7 x 106 M (cmQ —
CCE) y 3.3 x 10° M (cmQ — CCH), la afinidad ligeramente mayor de la proteasa por CCE en
comparacion con la CCH ya ha sido reportada anteriormente para catepsina B, mostrando valores para
Ki de 0.23 nM (Ku de 4.3x10° M) y 0.37 nM (Ky de 2.7 x 10° M) respectivamente.®®

El valor promedio de Ky del sistema cmQ — CCH comparado con el valor de Ky del complejo Q-
activa — CCH (3.2 x 10%* M™1),% da una disminucién en la afinidad de 22.9 kJ/mol a 300 K (44Gy =
RT In Kui/Kuz). Esta reduccion podria ser causada principalmente por el grupo carboximetilo,
introducido en el &tomo de azufre de la cisteina catalitica de la quimopapaina, que obstaculiza la
interaccion con el inhibidor. Ya se ha reportado la Ky para los complejos de CCH con actinidina y
con cm-actinidina, los valores respectivos de Ky son 5.3 x 10’ M1y 8.3 x 10° M™% lo que da un valor
de 10,4 kJ/mol para 44Gu, que es solo la mitad de la disminucién de la energia obtenida con los
complejos de cmQ. La descomposicion de la energia en sus componentes entélpicos y entrépicos
mediante la calorimetria de titulacion isotérmica ayudard a comprender mejor las bases moleculares
que acompafan estos procesos. El valor promedio de 4Gy para el complejo de cmQ-CCE es s6lo un
2.0 % mas negativo que el de CCH (Tabla 5.3), y esta diferencia se debid principalmente al
componente entropico 4Su, que, a las temperaturas de 10 °C, 15 °C, y 25 °C es favorable mientras
que a 35 °C es desfavorable. En todas las temperaturas de estudio la contribucion favorable o
desfavorable de la entropia es mayor para la unién de cmQ a CCH como se aprecia en la Figura 6.1.
La disminucion en la contribucién entrépica puede ser explicada por las restricciones impuestas por
el nuevo disulfuro en la CCE libre. Asumiendo que el estado final de la unién en ambos complejos
esta igualmente restringido, la rotacion de los enlaces ya restringidos previamente por el nuevo puente

disulfuro en la CCE libre no contribuirdn en la disminucion de la entropia de union.

80
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285 290 295 300 305 310

Temperatura (K)

Figura 6.1. Contribucion entropica. Aqui se muestra la variacion de A4Sy con la temperatura de la unién de
c¢cmQ a CCE y CCH representadas en color verde claro y verde obscuro respectivamente.
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El valor n referente a la estequiometria del sistema es < 1 en todas las titulaciones calorimétricas
realizadas para ambos sistemas. Esta estequiometria fraccionaria se puede deber a diferentes factores,
los cuales pueden ser: que el receptor no cuente con el 100 % de sitios disponibles, que la
determinacion de la concentracion de CCH incluya tanto su forma monomérica como su forma
dimérica y también se puede ver afectada por una sobre o subestimaciones en las concentraciones de

los componentes del sistema.

La dependencia térmica de la AHu mostro valores negativos para el ACp de los complejos, sin
embargo, el 4Cp de la union de CCH a cmQ presento un valor de 2 veces mayor (-1.42 kJ/mol K)
obtenido para el complejo CCE — quimopapaina (-0.72 kJ/mol K). El 4454, es mayor para el complejo
CCH — quimopapaina, lo que contribuye al valor méas negativo de 4Cp, esta diferencia también podria
deberse a que durante la formacién del complejo se estén atrapando un mayor nimero de moléculas
de agua que las atrapadas en el complejo CCE — quimopapaina, considerando que cada molécula de
agua inmovilizada puede contribuir en un rango de -34 J/K mol a -130 J/K mol.8? 8

6.5 Simulacién de DM de los inhibidores

El andlisis de simulacion por DM realizado a 350 K mostré que la movilidad de los carbonos a en
ambas cadenas es muy similar, esto lo observamos en los perfiles de RMSD presentados en el
Apéndice E. Figura E1. Los perfiles obtenidos de RMSF resultaron ser casi superponibles, mostrando
la mayor diferencia en los aminoacidos correspondiente a las regiones carentes de estructura (Figura
E1). La simulacién de DM a 450 K mostr6 el despliegue de la cadena polipeptidica en ambas
proteinas. Sin embargo, mientras que la cistatina C silvestre perdid parte de su estructura secundaria
(hélice o) en los primeros 15-30 ns, la cistatina C estabilizada perdio dicha estructura hasta los 100 ns
(Figura. 5.18 A). A 450 K, la movilidad es sélo ligeramente mayor para CCH, incluso cerca de la
ubicacion donde se introdujo el nuevo puente de disulfuro en la CCE. Sin embargo, una excepcion
importante se dio en el extremo amino y la region de la hélice o que mostraron mucho mayor
movilidad en la CCH como se aprecia en los perfiles de RMSF expuestos en la Figura 5.18 B. Este
resultado es acorde a lo mostrado por la CDB donde el desplegamiento térmico de ambos inhibidores
reflej6 mayor estabilidad en la CCE.

6.5.1 Simulacion de Dindmica Molecular de los complejos

La estabilidad de los complejos CCH — quimopapaina y CCE — quimopapaina se vio reflejada en la

simulacion de DM a 350 K realizada a las estructuras 3D modeladas. Durante el tiempo de simulacion
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los perfiles obtenidos para el RMSD registraron minimas variaciones respecto a los carbonos a de la
estructura inicial, ademas la estructura 3D se mantuvo compacta ya que perfil del Rg se mantuvo casi
constante (Figura 5.22). Los perfiles de RMSF también reflejaron la estabilidad de los complejos al
mostrar una movilidad casi idéntica en los carbonos o de los residuos (Figura 5.23). Sin embargo, las
estructuras 3D de los complejos simuladas por DM a 450 K, mostraron perdida de estructura
secundaria, los perfiles de RMSD obtenidos revelan una variacion importante a partir de los 40 ns,
(Figura E2), dicho aumento se debe principalmente a la perdida de estructura secundaria tanto en
qguimopapaina como en ambos inhibidores. Aunque los componentes de ambos complejos se
mantuvieron unidos, el Rg de las estructuras 3D refleja una redistribucién de masa, generada por
cambios conformacionales, las estructuras 3D no se mantuvieron compactas (Figura E2). Los perfiles
de RMSF presentan una movilidad considerablemente mayor para el complejo de CCH —
guimopapaina, sobre todo en la regién del carboxilo terminal tanto de quimopapaina como de CCH
(Figura E3).

El analisis de la interfaz muestra que las interacciones presentes a un radio de corte de 3 A, son de
tipo puente de hidrégeno y puente salino. ElI complejo CCE — quimopapaina formo 3 puentes de
hidrogeno més que el complejo CCH — quimopapaina (Tabla 5.7). Este mayor nimero de puentes de
hidrégeno podria ser una de las causas de un AHy mas negativo para CCE que origina una mayor
afinidad por cmQ respecto a CCH.

6.6 Estimacion tedrica del ACpy el 4Hy

Los valores de 4Hy obtenidos a partir de los modelos semiempiricos basado en cambios en el area
superficial, aunque predicen el caracter exotérmico de la formacion del complejo, estan
sobreestimados. Ademas, dichos modelos predicen un cambio de entalpia de unién mas exotérmica
para la unién de cmQ a CCH que para CCE, lo que no coincide con lo observado experimentalmente
a25°C.

El cambio en la capacidad calorifica, ACp, estimado por el modelo semiempirico de ASA predice el
ACp maés negativo para el complejo CCE — quimopapaina lo que coincide con lo observado
experimentalmente. Por otro lado, el ACp estimado es menos negativo para ambos complejos que el
determinado experimentalmente; esto puede deberse a varios factores como lo son; los rearreglos
estructurales que acompafan la formacion del complejo, cambios en el estado de protonacion de
grupos ionizables, el alojamiento de moléculas de agua en la interfaz y al intercambio de contraiones

que no se consideran en la determinacion de los coeficientes de proporcionalidad.®?
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El area polar oculta (en promedio 1310 A?) de ambos complejos es casi el doble del area no polar (en
promedio 729 A?) lo que podria favorecer la presencia de moléculas de agua en la interfaz. Mejores
predicciones de los parametros AHuy y ACp podrian lograrse al determinar nuevos coeficientes de
proporcionalidad a partir de datos experimentales de la energética de union de la CCE a distintas

proteasas cisteinicas y sus cambios en el area superficial oculta en la formacion del complejo.

En cuanto al ultimo objetivo particular, no podemos aun aportar nuevos datos para los modelos de
area superficial. Sin antes descartar otras posibles contribuciones a los inusuales valores de AHy y

ACp, como cambios de protonacion 6 atrapamiento de moléculas de agua.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
7.1 CONCLUSIONES

El enlace disulfuro adicional introducido en la CCE le confiere mayor estabilidad térmica,
aumentando en 11 °C la Tm respecto a la CCH. El efecto estabilizador del puente C47-C69 puede
explicarse en gran medida por una disminucion de la entropia conformacional de la cadena

desplegada.

La mutante CCE es resistente a la formacion dimeros y oligdmeros superiores lo que hace que esta
variante sea un mejor modelo para estudiar la afinidad hacia diferentes proteasas cisteinicas que el
inhibidor silvestre, CCH.

La afinidad de la cmQ por la cistatina C estabilizada es s6lo ligeramente mayor (entre 2 y 8 %) que

por la cistatina C silvestre, en términos de AGu.

Las simulaciones de dinamica molecular a 350 K en solvente explicito de los complejos inhibidor —
qguimopapaina, mostraron que ambos complejos son estables y los componentes se mantienen unidos

por interacciones tipo puente de hidrégeno y puentes salinos.

Las simulaciones de dinamica molecular a 450 K en solvente explicito de ambos inhibidores, CCH y
CCE, mostraron que la hélice o se pierde mas rapidamente en la cistatina C silvestre (de 15 a 30 ns)

que en la estabilizada (100 ns).
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7.2 PERSPECTIVAS

e Resolver la estructura cristalografica del complejo cmQ — CCE por difraccion de rayos X.

e Discernirsi el valor andmalo de ACp es debido a la captura de moléculas de agua en la interfase

u otro efecto.

e Caracterizar la termodinamica de union de CCE a diferentes proteasas cisteinicas (PC) y

comparar las relaciones energético-estructurales de los complejos formados.

e Revisar los coeficientes de proporcionalidad Ay, Ahap, Acpp Y Acpap para sistemas proteina—
proteina, con nuevos datos experimentales de complejos PC-CCE.
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APENDICES

A. Clasificacion de los aminoacidos

Los aminoacidos se diferencian entre si por el grupo R, también llamado “grupo sustituyente 6 cadena

lateral”. Las caracteristicas estructurales y quimicas de los grupos R son las que le adjudican diferentes

propiedades a cada uno de los aminoacidos y, por lo tanto, determinan su funcion dentro de una

proteina ya constituida.

Los aminoacidos han sido clasificados de diversas maneras; sin embargo, todas las formas de

organizarlos, a pesar de sus diferencias, se basan en las caracteristicas particulares y diferenciales de

los grupos R. El Esquema A.1 muestra la clasificacion que presentan Nelson y Cox en su libro

Lehniger Priciples of Biochemistry, que agrupa a los aminoécidos en cinco categorias:

e Aminoacidos alifaticos cuyo grupo R es no polar. Se denominan alifaticos no polares.

e Aminoacidos alifaticos cuyo grupo R es polar pero no tiene carga. Se denominan alifaticos

polares sin carga.

e Aminoacidos cuyo grupo R es polar y se encuentra en estado de ion negativo. Se denominan

alifaticos polares cargados negativamente.

e Aminoacidos aromaticos, que poseen anillos aromaticos.
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Figura Al. Clasificacion y estructura de los aminoacidos de los 20 aminoacidos. El esquema incluye
los cédigos de tres y una letra de los AA.

B. Construccioén de la Cistatina C Humana

A partir de la secuencia de aminoacidos de la cistatina C humana se disefio el gen que codifica para
esta, el cual ha sido clonado en el vector pUC57-Kan entre los sitios Nde 1 y BamH | por Gen Script.
Posteriormente, el gen se clond en el plasmido pet24a(+) en su sitio de clonacion mdltiple siendo
flanqueado por los sitios Nde | y BamH | (Figura B.1). El gen insertado en el plasmido pet24a(+)-
CCH se transformd en Top 10F’ y se sembraron en agar con medio LB, kanamicina 25 ug/mL y
tetraciclina 10 ug/mL siendo incubadas durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente se seleccion6 una
colonia bien aislada y se creci6 en medio liquido LB con kanamicina 25 pg/mL. A partir de este
cultivo, se purifico el plasmido y su integridad se verifico por electroforesis en gel de agarosa. Un
subclon para la expresion de la proteina recombinante CCH se realizd con el vector pet24a(+)-CCH
en E. coli al transformar la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de Escherichia coli deficiente en

proteasas Y eficiente en el plegamiento adecuado de la proteina en cuestion.

Nde |

BamH I

BamH I

pUC57-Kan—CCH

pET-24a(+)—HCC

B
5'| 17 HT?-Tachismti.lmChummuH His-Tag H'l'ermin:lcic'l-n 3
[H
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Figura B.1. Representacion de los vectores pUC57-CCH y pET24a(+)-CCH. En (A) se muestra al
vector de clonacion pUC57-CCH con los sitios BamH | y Nde | que flanquean el gen de CCH. (B)
Vector pET24a(+)-CCH donde se resalta en color gris la ubicacion del gen de CCH. (C) Esquema
simplificado del pET24a(+)-CCH que muestra los elementos esenciales de construccién para la
expresion en Escherichia coli.

C. Modelo de un soélo sitio de unién

Una reaccion enzima (E) inhibidor (1) con estequiometria 1:1, tiene un equilibrio de union descrito

por la siguiente ecuacion

[E1]

E+1— EIl : K =i ()
Uroe] = [I] + [ET] (ii)
[Etoe] = [EI] + [E] (iii)

Si despejamos [E] e [I] de las ecuaciones (i) y (ii) respectivamente tenemos:

U] = Ul - [EIl ; [E] =L (iv)

Ahora bien, si sustituimos las ecuaciones (iv) en (iii) y reordenamos el resultado llegamos a la

siguiente ecuacion cuadratica:

[EI1? + [EI] (_[Etot] — [Leoe] — %) + [Etot][1tot] (v)
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De la ecuacion (v) utilizamos su solucion real presentada en la ecuacion (vi).

—b—(b%—4c)1/2

[E1] = (vi)
donde
b = —[liot] = [Eror] — 1/K (vii)
C = [Etoe][ltot] (viii)

Si derivamos la ecuacion (vi) respecto [liot] y la reordenamos tenemos:

1— (1+r) _ Xr
=+ S (ix)
dllror] 2 (XF-2X,(1-1)+(1+1)2)1/2

donde

El cambio en la concentracion de [El] se puede relacionar con el cambio de calor dQ, segun la

siguiente ecuacion
dQ = d[EI] - AHy - V, (x)

donde el AHuy es la entalpia molar de unién y Vo corresponde al volumen de la celda de muestra del
calorimetro. Por ultimo, si substituimos la ecuacion (x) en la parte izquierda de la ecuacion (ix) nos

da como resultado la Ec. 5 correspondiente al modelo de un sito de union.
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D. Estimacion de T para CCE, a partir de los datos de estabilidad de CCH y la Ec. 9.
Si consideramos un proceso reversible de dos estados (xi), en una desnaturalizacion térmica
NsD (xi)

donde N representa al estado nativo y D al estado desnaturalizado.
Debe cumplirse

AGp(T) = AHp(T) — TAS,(T)
EnT=Tm: AG,(T)=0
Ademas

AHp(T,) — TyASp(Ty,) = 0

Para que Tm1 Y Tm2 Sean la Tm de CCH y CCE, respectivamente. Debe cumplirse que:

AHDl(Tml) - TmlASDl(Tml) = AHDZ(TmZ) - TmZASDZ (Tmz)

Si suponemos que el cambio inducido por el nuevo enlace disulfuro es puramente entrépico, (4Hp:

= AHp>), tenemos:

_ T1n1Sp1(Trm1)
M2 Sy (Timz)

De acuerdo con la Ec. 9 de cap. 6 y n=23, ASp2 = ASp1 — 48(J/mol K), sustituimos

T — TmlASDl(Tml) — ASDI(TmI)
m2 ASp, — 48 ™ ASp, (Ty) — 48

Por otro lado

AHp4

AHp1(Tr1) = Ty ASp1(Tipy) = ASpy = T
mi1
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Sustituyendo los datos de la desnaturalizacion térmica de CCH tenemos:

405.5 x 103 Ji
A - molK 11
Sp1 = 351.8K >3 ol K
Tz = 351.8 K > =367.1K = 93.9°C

E. Simulacion de dinamica molecular a 350 K.
E.1. Simulacion de DM de los inhibidores.

Las simulaciones de DM realizadas en solvente explicito a 350 K y pH 7.0 de los inhibidores CCH y
CCE, mostr6 que ambos son estables y que poseen movilidad similar, segln se aprecia en los perfiles

de RMSD y RMSF mostrados en la Figura E1.

RMSD RMSF
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| 06 ‘
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Figura E1. Perfiles de RMSD (izquierda) y RMSF (derecha) obtenidos de la simulacién de DM
realizada a 350 K en un conjunto NPT para los inhibidores. CCH (linea roja) y CCE (linea negra).

E.2 Simulacion de DM a 450 K de los complejos: cmQ — CCH y cmQ — CCE

La estabilidad de los complejos se estudio por simulacion de DM en solvente explicito a 450 K en un
conjunto NPT y a un pH 7.0. A partir de los perfiles de RMSD y RMSF (Figuras E2 y E3) podemos
establecer que ambos complejos son muy estables durante el tiempo de simulacion, sin embargo, la
evolucion del radio de giro refleja una redistribucion de masa, generada por cambios

conformacionales, aun asi los complejos no se disociaron durante el tiempo de simulacion (200 ns).
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Figura E2. Evolucién del RMSD respecto al tiempo. Aqui se muestran los perfiles de RMSD
obtenidos en las simulaciones de DM realizadas a 450 K. El perfil en color negro corresponde al
complejo cistatina C humana — quimopapaina, mientras que el perfirl de RMSD mostrado en rojo
corresponde al complejo cistatina C estabilizada — quimopapaina.
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Figura E3. Evolucion del RMSF a 450 K de ambos complejos. En color negro se muestra la evolucion
del RMSF del complejo CCH — quimopapaina, y en color rojo se muestra el perfil de RMSF
correspondiente al complejo CCE — quimopapaina.

84



F. Lista de aminoacidos ocultos en la interfaz.

Tabla F1. Lista de aminoacidos ocultos en la interfaz del complejo CCH — quimopapaina. En total
se ocultan 56 AA, de los cuales 31 pertenecen a la quimopapaina y 25 a la cistatina C humana silvestre.
En la interfaz existen 23 aminoacidos polares, 14 pertenecen a quimopapainay 9 a CCH, dichos AA

estan resaltados en color gris.

Quimopapaina CCH

AA Num. | AA Num.
ASN 18 LEU 9
GLN 19 | VAL 10
GLY 20 GLY 11
ALA 21 | GLY 12
CYS 22 PRO 13
GLY 23 MET 14
CYS 25 | GLU 19
TRP 26 | GLU 20
LYS 64 | GLU 21
GLY 65 | GLY 22
GLY 66 | ARG 25
TYR 67 LYS 54
THR 69 | GLN 55
LEU 133 ILE 56
GLU 135 | VAL 57
ALA 136 | ALA 58
GLY 137 | GLY 59
GLY 138 | VAL 60
LYS 139 | TYR 62
GLN 142 | ALA 103
LEU 143 | VAL 104
TYR 144 | PRO 105
LYS 145 | TRP 106
LYS 156 | GLN 107
LEU 157 | GLY 108
ASP 158

HIS 159
ALA 160

TRP 181

ASN 184

TRP 185
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Tabla F2. Lista de aminoacidos ocultos en la interfaz del complejo CCE — quimopapaina. En total
se ocultan 57 AA, de los cuales 32 pertenecen a la quimopapaina y 25 a la cistatina C estabilizada. En
la interfaz existen 24 aminoacidos polares, 15 pertenecen a quimopapainay 9 a CCE, dichos AA estan

resaltados en color gris.

Quimopapaina CCE

AA Num. | AA Num.
ASN 18 LEU 9
GLN 19 | VAL | 10
GLY 20 |GLY | 11
ALA 21 | GLY | 12
CYS 22 | PRO | 13
GLY 23 | MET | 14
SER 24 | GLU | 20
CYS 25 |GLU | 21
TRP 26 | GLY | 22
TYR 61 |ARG | 25
LYS 64 LYS 54
GLY 65 | GLN | 55
GLY 66 ILE 56
TYR 67 | VAL | 57
GLN 68 | ALA | 58
LEU 133 | GLY | 59
GLU | 135 | VAL | 60
ALA | 136 | TYR | 62
GLY | 137 | ALA | 103
GLY | 138 | VAL | 104
LYS 139 | PRO | 105
GLN 142 | TRP | 106
LEU 143 | GLN | 107
TYR 144 | GLY | 108
LYS 145 | THR | 109
LYS 156

LEU 157

ASP 158

HIS 159

TRP 181

ASN 184

TRP 185
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Abstract

Human cystatin C (HCC) binds and inhibits all types of cysteine proteases from the papain family, including cathepsins (a
group of enzymes that participate in a variety of physiological processes), which are some of its natural targets. The affinities
of diverse proteases for HCC, expressed as equilibrinm binding constants (X3), range from 10° to 10" M~". Isothermal titra-
tion calorimetry (ITC) is one of the most useful techniques to characterize the thermodynamics of molecular associations,
making it possible to dissect the binding free energy into its enthalpic and entropic components. This information, together
with the structural changes that occur during the different associations, could enable better understanding of the molecular
basis of affinity. Notwithstanding the high sensitivity of modern calorimeters, ITC requires protein concentrations in at least
the 10-100 pM range to obtain reliable data, and it is known that HCC forms oligomers in this concentration range. We pre-
sent herein a comparative study of the structural, thermal stability, and oligomerization properties of HCC and its stabilized
variant (sHCC) L4TC/G69C (which possesses an additional disulfide bridge) as well as their binding thermodynamics to the
protease chymopapain, analyzed by ITC. The results show that, because sHCC remains monomeric, it is a better reporter
than wild-type HCC to characterize the thermodynamics of binding to cysteine proteases.

Keywords Stabilizing disulfide - Molecular dynamics simulations - Dynamic light scattering - Differential scanning
calorimetry - Dimerization

1 Introduction

Cystatin C is an extracellular protein consisting of 120
amino acid residues that is ubiguitous in human body flu-
ids, initially identified as an endogenous cysteine protease
inhibitor [1]. In recent decades, it has been found that human
cystatin C (HCC) participates in a variety of processes, such
as bone resorption [2], antigen presentation [3], modulation
of inflammatory responses. and fibroblast proliferation [4].

Electronic supplementary material The online version of this
article (hitps:/idot.org/10.1007/s10930-019-09839-2) contains
supplementary material, which is available to authorized users.
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Likewise, it is associated with brain development processes
such as neuropeptide activation and degradation, neurite
proliferation, and neuronal survival [5, 6]. HCC is prone to
form dimers and higher oligomers via a domain swapping
mechanism [7]; this process is more favored in the naturally
occurring L68Q HCC mutant, the major constituent of amy-
loid deposits in patients with hereditary amyloid angiopa-
thy [8]. In addition, HCC has been found to colocalize with
amyloid B-protein in amyloid deposits in the brain of patients
with Alzheimer’s disease [9]. Domain swapping in the for-
mation of dimers and other oligomers of cystatin C, includ-
ing amyloid aggregates, totally disrupts the binding epitope,
rendering all these species inactive as inhibitors of proteases
of the papain family. Nilsson et al. [10] produced two vari-
ants of HCC with one additional disulfide bridge that pre-
vents the domain swapping process; one of these monomeric
variants is the double mutant L47C/G69C, hereinafter called
stabilized HCC (sHCC), whose three-dimensional (3D)
structure (3GAX, PDB) [11] is compared with the dimeric
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one (1G96, PDB) [7] obtained from wild-type HCC single
crystals grown from protein solutions at concentration of
10 mg mL~! [12] in Fig. 1. When sHCC is incubated in the
presence of the reducing agent dithiothreitol (DTT) under
conditions that produce oligomers from HCC, dimers and
higher oligomers are also formed [13, 14]. sHCC shows the
canonical structure of the cystatin family: a large al helix
that runs across a five-stranded antiparallel p-sheet, with
connectivity (N)—-pl-ol-p2-LI1-p3-(AS)-p4-L2-p5-C).
where AS is a large "appending structure” outside the core
of the molecule, located on the opposite side of the binding
epitope to papain family proteases, the wedge-like struc-
ture constituted by the loops L1 and L2 and the N-terminal
region. Residues at this end that have been identified as main
contributors to the affinity and selectivity for different pro-
teases are L9, V10, and the evolutionarily conserved G11
[15, 16].

The affinity of HCC for proteases from the papain family
varies, with equilibrium binding constants (K,) between 10°
and 10" M~! [16-19]. This difference in affinity represents
a change in the free energy of binding (AG,) of 46 kJ mol™!
at 300 K. One question that arises is which contributions to
the binding energetics in this group of HCC—protease com-
plexes explain this difference, the answer to which can be
explored by determining the enthalpic and entropic compo-
nents of AGy for the binding of HCC to different proteases
of known structures using isothermal titration calorimetry
(ITC) [20]. It is worth mentioning that it is not possible to
measure the binding thermodynamics of high-affinity com-
plexes (K, > 10% M~!) through direct titration, even with the
most sensitive microcalorimeters. However, strongly bind-
ing complexes can be characterized by displacement ITC
[21]: in this mode of ITC, the receptor is first titrated with
a weak ligand, then this bound ligand is displaced by titra-
tion with the high-affinity ligand. Analysis of both titrations

gives the thermodynamic parameters for both binding pro-
cesses [21, 22]. Thus, the characterization of the binding of
HCC to a protease whose affinity could be determined by
direct titration (K, < 10% M™') is a necessary first step. The
K, value reported for HCC and active chymopapain (CP) is
3.2x 10" M~! [23]. Based on previous studies on the bind-
ing of chicken cystatin with active CP [24] and with CP
blocked with iodoacetic acid [25], we decided to use CP in
its carboxymethylated form to ensure that its K, with HCC
was < 10% M~ ITC experiments require protein concentra-
tions much higher than those previously used in fluorimetric
measurements. HCC binds cysteine proteinases as a mono-
mer; however, at concentrations higher than 0.20 mg mL~,
it forms dimers and higher oligomers. In this work, the bind-
ing thermodynamics of wild-type HCC and its stabilized
monomer sHCC is studied and compared, and the use of
the latter variant is proposed as a suitable substitute to char-
acterize the binding thermodynamics of HCC to cysteine
proteases.

2 Materials and Methods

2.1 Protein Expression and Purification

The gene encoding mature HCC [26], including the initia-
tion codon, was synthesized and codon-optimized by Gen-
Script. This synthetic gene was cloned between the Ndel
and BamHI sites of the pET-24a vector. Plasmid construc-
tion was transformed into competent cell Top 10F' (Invitro-
gen) for DNA manipulation and SHuffle® T7 Express lysY
(New England Biolabs) for protein expression according
to the manufacturer’s protocol. Variant L47C/G69C HCC
(sHCC), which possesses a new disulfide that prevents the
domain swapping process [10], was obtained by sequentially

Fig. 1 Domain-swapped dimer of human cystatin C (HCC) in green,
superposed on the stabilized monomer sHCC in blue. Loops and
p-strands are labeled, as well as the additional disulfide of sHCC
shown in yellow. The three elements that constitute the inhibitor's

binding site to cysteine proteases, viz. two loops and the N-terminus,
are highlighted in red on the sHCC backbone. Residues at this end.
identified as main contributors to the affinity, are highlighted in dark
blue (Color figure online)
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mutating residues Leud7 and Gly69 to cysteine. Mutagen-
esis was performed using the QuikChange II site-directed
mutagenesis kit (Agilent). The mutagenic oligonucleotides
were as follows: 5-CCATTCTCGTGCGIGTCAGGTG
GTTCG-3"(L47C forward) and 5-CGAACCACCTGACA
CGCACGAGAATGG-3' (L47C reverse); 5'-GGACGTCGA
ACTGTGTCGTACCACGTGC-3" (G69C forward) and
5-GCACGTGGTACGACACAGTTCGACGTCC-3" (GOYC
reverse). Codon substitutions were verified by sequencing
the complete genes. HCC and sHCC were expressed from
a single colony, which was incubated at 30 °C in lysogeny
broth (LB) medium supplemented with 25 pg mL~! kana-
mycin until the ODgy, reached ~0.6. Protein expression
was induced with a final concentration of 0.4 mM isopro-
pyl p-p- 1-thiogalactopyranoside (IPTG) for 4 h. Cells were
recovered by centrifugation at 3800 x g and resuspended
in buffer [40 mM Tris, 50 mM NaCl, and 1| mM ethylen-
ediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 8.0]. Cells were then
lysed by ultrasonication (Sonifier 450; Branson Ultrasonics)
employing 1.0 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
as protease inhibitor. The soluble fraction was obtained by
centrifugation at 12,000 % g for 20 min at 4 °C. From these
fractions, HCC and sHCC were purified by three chromato-
graphic steps by fast protein liquid chromatograph (FPLC)
using an AKTAprime plus. In the first stage, both samples
were loaded onto a size-exclusion Superdex 200 column
equilibrated with 50 mM glycine, 30 mM NaCl, pH 9.3;
in the second stage, the samples were subjected to anion
exchange chromatography using a HiPrep DEAE FF 16/60
column (40 mM Tris, pH 8.8), collecting the fractions that
were not trapped (loaded) in the matrix. Finally, the proteins
were obtained by size-exclusion chromatography performed
on a Sephacryl 200 column (50 mM glycine, 30 mM NaCl;
pH 9.3). The proteins were concentrated by ultrafiltration
between each stage, while for the second stage, they were
dialyzed against 40 mM Tris, pH 8.8. Proteins were stored
at=70°C.

Chymopapain (CP) was purified from a commercial
extract (Sigma C-9007). One hundred milligrams of extract
was dissolved in 50 mL phosphate-buffered saline (PBS)
buffer (50 mM NaH,PO,/MNa,HPO,: pH 7.0) in the presence
of 20 mM cysteine; this mixture was stirred for 10 min at
room temperature. To block the active-site cysteine of the
protease, iodoacetic acid at final concentration of 30 mM
was added to the solution; this reaction was left for 1 h with
agitation in the dark, then the excess acid was removed
by dialysis against PBS buffer. Finally, S-carboxymethyl-
chymopapain (cmCP) was obtained in pure form by cation
exchange chromatography using a Mono § 5/50 GL column
(GE) with a NaCl gradient from 0 to 1.0 M.

The protein concentration was determined at 280 nm with
a NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) using extinction coef-
ficients (¢) of 11.100 M~' em™" for both HCC and sHCC
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[17] and 51,000 M~" cm~! for emCP [27]. The homogeneity
of the proteins was verified by sodium dodecyl sulfate (SDS)
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and matrix-
assisted laser desorption—ionization (MALDI) time-of-flight
(TOF) mass spectrometry.

2.2 Mass Spectrometry

Molecular weight measurements were performed using a
MALDI-TOF mass spectrometer { AutoFlex Speed MALDI-
TOF/TOF) equipped with a nitrogen ultraviolet (UV) laser
(337 nm). Mass spectra were obtained in positive ion and
linear mode with an accelerating voltage of 20 kV. a-Cyano-
4-hydroxycinnamic acid (CHCA) was prepared as a satu-
rated solution in 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water/
acetonitrile (1/1, v/v) and employed as a matrix for the
analysis.

2.2.1 Molecular Weight of Recombinant HCC and sHCC

Both | pL. CHCA matrix solution and | pL pure protein
sample (HCC or sHCC, 1 mg mL™") were applied onto a
stainless-steel plate, mixed, and air-dried.

2.2.2 Confirmation of Formation of New Disulfide Bridge

Two aliquots of sHCC were dried by vacuum centrifuga-
tion and dissolved in 10 pL 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES). 5.0 M guanidin-
ium chloride, and 1.0 mM EDTA pH 9.0 buffer. Samples
were denatured at 85 °C for 15 min. One aliquot was used
to determine the presence of free cysteines, for which the
alkylating agent iodoacetamide was added to final concen-
tration of 10 mM and incubated for 1 h at room temperature
in the dark. The other aliquot was used to obtain the mass
of the reduced and alkylated protein; in this case, the sam-
ple was first treated with 10 mM DTT for 15 min at 80 °C,
then sulfhydryl groups were alkylated with iodoacetamide
at final concentration of 25 mM and incubated for 1 h at
room temperature in the dark. This last sample was loaded
onto Zip-Tip C18 tips that had been previously activated and
equilibrated and eluted in a mixture of 70% acetonitrile and
0.1% trifluoracetic acid. HCCA was also used as the matrix.

2.3 Circular Dichroism

To evaluate the structural integrity of the recombinant pro-
teins, their circular dichroism (CD) spectra in the far-UV
region were obtained. Previously, HCC and sHCC samples
were dialyzed against 10 mM phosphate buffer (NaH,PO4/
Na,HPO4), pH 7.0, and their concentrations were adjusted to
0.10 mg mL~'. CD spectra were obtained at 25 °C in a Jasco
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J715 spectropolarimeter using a 0.10-cm cell. The spectrum
corresponding to the buffer was used as a blank.

2.4 Dynamic Light Scattering

Dynamic light scattering (DLS) analysis of HCC and sHCC
solutions was performed at 25, 35, 50, and 65 °C using a
Zetasizer NANO (Malvern, UK) equipped with temperature
control. Proteins were dialyzed against 20 mM phosphate
buffer with NaCl (56 mM, pH 7.0) and filtered through a
membrane with pore size of 0.1 pm. The samples were ana-
lyzed at concentration of 0.40 mg mL™". Prior to DLS meas-
urements, the samples were equilibrated for 3 min at each
desired temperature. At least three replicates of each sample
were performed with multiple (> 10) data acquisitions.

2.5 Size-Exclusion Chromatography

Both HCC and sHCC solutions were dialyzed in membranes
with a molecular cutoff of 6-8 kDa against 20 mM phos-
phate buffer with 100 mM NaCl, pH 7.0 and filtered through
a pore size of 0.22 pm. Solutions with two protein concentra-
tions, viz. 0.20 and 0.40 mg mL_', were prepared for both
incubated at 65 °C for 45 min, then cooled to room tem-
perature. The samples were loaded into a Superdex 75 HR
10430 column previously equilibrated with 20 mM phos-
phate buffer with 100 mM NaCl, pH 7.0, with a flow rate of
0.75 ml min™" using an AKTA FPLC system.

2.6 Differential Scanning Calorimetry

Protein denaturation is a process that can be thermally acti-
vated and can be followed by differential scanning calorime-
try (DSC) by analysis of the first heating. The thermal dena-
turation of HCC and sHCC was followed by DSC by heating
at arate of 90 K h™' in a VP-DSC capillary (GE Healthcare)
automated with a 0.1-mL cell volume. Sweeps were obtained
from 15 to 110 °C. For these experiments, the samples were
dialyzed in a cellulose membrane with a molecular cutoff
of 6-8 kDa against 20 mM phosphate buffer, with 60 mM
NaCl, pH 7.0, then filtered through a membrane with pore
size of (.22 pM. Both samples were taken at concentration
of 0.40 mg mL™". Protein solutions were degassed with vac-
uum agitation, as was the end-of-dialysis buffer, which was
used as a reference. The data obtained were analyzed using
software developed by MicroCal implemented in Origin 7
(OriginLab, Northampton, MA). The “non-2-state model,”
which is a two-state model that differentiates the calorimet-
ric enthalpy (AH_;) from the van't Hoff enthalpy (AH ),
was used for the analysis of the data.

2.7 Isothermal Titration Calorimetry

To evaluate the activity of the HCC and sHCC inhibitors,
their binding to cmCP at 35 °C was studied using a Micro-
Cal iTC200 calorimeter. Samples of HCC, sHCC, and cmCP
were simultaneously dialyzed against 10 mM phosphate
buffer (NaH,PO,/MNa,HPO,), pH 7.0, with 78 mM NaCl to
give an ionic strength of 0.10 M. The solutions were filtered
through a membrane with pore size of 0.22 um and degassed
under vacuum with mild agitation before each experiment.
For the HCC/emCP system (cell/syringe), the concentrations
of the samples were 0.020 mM and 0.135 mM, respectively,
while for the cmCP/sHCC system, the concentrations were
0.020 mM and 0.140 mM, respectively. The calorimeter cell
was filled with 200 pL. HCC or cmCP, while the syringe
was filled with 40 pL. emCP or sHCC as appropriate. The
titration consisted of 21 injections of variable volume with
constant agitation at 300 rpm. The data obtained were ana-
lyzed using Origin software with the model of one binding
site. Prior to analysis, the data were corrected by subtracting
the heats of dilution of the injectant into the buffer solution
in the cell using the same injection program.

2.8 Molecular Dynamics Simulation

The 3D structure of monomeric HCC was constructed
from the sHCC PDB file (3GAX) [11]. changing Cys47
and 69 to Leu and Gly, respectively, followed by an energy-
minimization protocol. Prior to molecular dynamics (MD)
simulations, the side-chain ionization states in both HCC
and sHCC at pH 7.0 were established using the pK, values
as estimated using the PROPKA subroutine in the PDB-
2PQR server [28]. MD simulations were performed using
GROMACS 5.0.7 software [29] with the optimized potential
for liquid simulations (OPLS) force field [30]. Both proteins
were placed at the center of a cubic box with its nearest
edge 12 A away from the protein. Approximately 20,500
extended simple point-charge (SPC/E) water molecules were
required to fill the box, and one chloride ion was used to
neutralize the net charge of each protein. The total number
of atoms was 63,232 and 63,229 for the HCC and sHCC
systems, respectively. Energy minimization was performed
using the steepest-descent algorithm for 1000 steps followed
by thermal equilibration { 100 ps), restricting the position of
the heavy atoms of the proteins by fixing a harmonic force
constant of 1000 kJ mol™'. MD simulation was performed
in an NPT ensemble with time step of 2 fs at temperature
of 350 K or 450 K at 1.0 bar for 200 ns, using a V-rescale
thermostat and Parrinello-Rahman barostat. A linear con-
straint solver (LINCS) [31] algorithm was applied to limit
the length of all covalent bonds. A cutoff of 1.0 nm was
applied for short-range electrostatic and van der Waals inter-
actions, while long-range electrostatic forces were treated
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with the particle mesh Ewald method [32]. Two replicates
were performed for each system.

3 Results
3.1 Structural Analysis of HCC and sHCC

The molecular mass of the recombinant inhibitors, wild-
type cystatin C (HCC) and its disulfide-stabilized double
mutant L47C/G69C (sHCC), determined by MALDI-TOF
mass spectrometry, was 12,537 Da and 12,575 Da, respec-
tively (Fig. 51, Online Resource 1), consistent with the

[6] x 107 (degrees cm® dmol™)
[=]

b & Lk A

1 1 I 1 Il 1 1 1

192 200 208 216 224 232
A (nm)

240 248

Fig.2 Far-UV CD spectra of human cystatin C (solid line) and sta-
bilized cystatin C (dotted line) at 0.10 mg mL™" in 0.010 M sodium
phosphate, pH 7.0 at 25 °C

backbones of both proteins being cleaved at their N-termini,
losing their first eight amino acids. This unexpected cleav-
age of HCC has been reported previously [33, 34], although
the full-length protein has also been obtained [10, 16-19].
Both inhibitors folded with identical secondary structures
as judged from their far-UV CD spectra (Fig. 2). Using this
spectrum and the K2D2 program [35], a content of 34% p
structure and 9% a was predicted, while that reported for
the crystallographic structure of sHCC (3GAX, PDB) [11]
is 47% pand 13% a.

The presence of the additional disulfide introduced into
sHCC, in addition to the two present in the wild-type HCC,
was verified by mass spectrometry, as shown in Fig. 3. After
confirming the absence of free cysteines in the nonreduced
protein, the mass increment due to the reaction of iodoaceta-
mide with the denatured and reduced protein corresponds
to the carbamidomethylation of six cysteines, indicating the
presence of three disulfides in sHCC [36].

3.2 Oligomerization of HCC

To test the capacity of HCC to dimerize and to confirm
the elimination of this phenomenon in sHCC [10], size-
exclusion chromatography (SEC) experiments were
performed in a previously calibrated Superdex 75 col-
umn (Fig. 4). At 25 °C and protein concentration of
0.20 mg mL~", the chromatogram of HCC showed a main
peak associated with the monomer and a smaller peak
related to the dimer (cyan curve). Doubling the concentra-
tion of HCC to 0.40 mg mL~' caused a rise in the propor-
tion of the dimer peak (blue line). In addition, heating an
aliquot of this last sample for 40 min at 65.0 °C and cool-
ing to 25 °C led to further dimer formation (red curve).
On the other hand, a concentrated (0.40 mg mL~") and

12575 a b
100 100 - 12919
a0 80 L
Z £
2 @ g
@ I @ 60
E E
E R .l
0k =8
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Mass (m/z) Mass (m/z)

Fig. 3 Quantification of disulfide bonds in sHCC by MALDI-TOF
mass spectrometry. a Mass spectrum of the native protein, which was
identical to that of the denatured and nonreduced protein after treat-
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ment with iodoacetamide. b Mass spectrum of the totally reduced and
carbamidomethylated protein
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Fig. 4 Size-exclusion chromatograms of HCC and sHCC in a Super-
dex 75 column: HCC at 020 mg mL™" (cyan line and triangles),
HCC at 0.40 mg mL™" (blue line and circles), HCC at 0.40 mg mL™"
heated at 65 °C and cooled (red line and circles), and sHCC at
0.40 mg mL™" heated at 65 °C and cooled (black line and circle).

heated sample of sSHCC was eluted as a single peak in the
zone corresponding to the monomer (black line), the same
peak observed for a dilute (0.20 mg mL™") and nonheated
sample (not shown). Solutions of HCC at 0.40 mg mL™!
formed higher-order oligomers upon heating at 65 °C,
according to DLS experiments, while under the same
conditions, sHCC remained a monomer (Fig. 52, Online
Resource 1).

Elution Volume (mL)

The continuous line in panel B is the linear regression of the green
data points, representing the peak positions and molecular weights of
y-globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa). myoglobin (17 kDa), and
vitamin B12 (1.35 kDa) (Color figure online)

3.3 Thermal Stability of HCC and sHCC

The thermal stability of both inhibitors was analyzed by
DSC. Endotherms obtained at the same protein concentra-
tion and solvent conditions as used in the SEC and DLS
experiments are shown in Fig. 5. The thermal denaturation
of both inhibitors was irreversible; i.e., after the first heat-
ing scanning, no significant change in the heat capacity of
the solution was observed upon cooling and reheating. Even
though equilibrium equations are not applicable under these

Cp (kJimol K)

= i I 1 i 1 L L

Cp (kdimol K)

60 65 70 75 BD 85 a0 a5

Temperature ("C)

Fig.5 DSC thermograms of HCC (a) and sHCC (b). The protein
concentration for both samples was 0.40 mg mL™" in 20 mM phos-
phate buffer, pH 7.0, with 56 mM NaCl. Scans were obtained at

Temperature ("C)

90 K h™". Continuous lines are fits to the experimental data (dashes)
using a reversible two-state model
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conditions, the calculation of the van't Hoff enthalpy (AH, ;)
and its comparison with the calorimetric enthalpy (AH )
can help to compare the molecularity of the processes [37].
Table | presents the values of AH_, and AH , obtained
from the analysis of two independent scans, such as those in
Fig. 5, assuming an equilibrium two-state model. The last
column presents the factor by which AH ; is greater than

AH .

3.4 Molecular Dynamics Simulations of Thermal
Unfolding of the Inhibitors

During the 200-ns MD simulations of both proteins in
explicit solvent at 450 K, unfolding of both polypeptides was
observed. However, while HCC lost the o-helix in the first
15-30 ns, sHCC took more than 100 ns (Fig. 6a). The mobil-
ity of both chains was very similar at 350 K, as indicated by
their almost superimposable root-mean-square fluctuation
(RMSF) profiles (Fig. S3. Online Resource 1), which are
directly related to the profiles of B-factors according to the
eyualion B; = %RMSF‘.7 [38]: ut 450 K, the mobility was
only slightly greater in HCC, even near the location where
the new disulfide bridge was introduced in sHCC. A notable
exception was the N-terminus, including the a-helix, which
was much more mobile in the wild-type cystatin C (Fig. 6b).

Table 1 Analysis of DSC thermograms

3.5 Protease-Inhibitor Binding Thermodynamics

The binding thermodynamics of the protease cmCP to both
HCC and sHCC was studied by means of [TC. To obtain
reliable ITC measurements with this protein—protein sys-
tem, we found the minimum concentration of protein in
the cell to be approximately 0.020 mM and the minimum
concentration of protein in the syringe to be approximately
0.140 mM. Figure 7 presents the binding isotherms for
the HCC/emCP and cmCP/sHCC systems (cell/syringe)
at 35 °C and pH 7.0.

The thermodynamic parameters for the formation of
both complexes, viz. cmCP-CCH and cmCP-sCCH, are
presented in Table 2. The equilibrium binding constant
(Kj,) of the protease was three times larger for sHCC than
for HCC. The binding enthalpies for both complexes were
very similar, so the moderately higher affinity of chymopa-
pain for sHCC was mainly due to a lower entropy diminu-
tion in the binding reaction. It is worth mentioning the low
and similar value of n obtained for both complexes, which
we cannot explain but which could be due 1o a fraction of
chymopapain molecules that lost their ability to bind to
the inhibitors.

¥
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Fig.6 Molecular dynamics simulation results for calculated trajec-
tories of HCC and sHCOC in explicit water solvent at 450 K during
200 ns in NPT ensemble. a Changes in secondary structure and b
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Table 2 Binding thermodynamics of S-carboxymethyl-chymopapain (cmCP) to wild-type human cystatin C (HOC) and to its mutant L47C/

GO9C (sHCC), at 35 °C and pH 7.0

System (cell'syringe) Ky, (M~ 1078 AH (klfmol) AG (kl/mol) TAS (k)/mol) n
HCCfemCP 40+1.7 ~483+15 -387+14 ~10.0+1.8 0.73+0.02
emCP/sHCC 120+25 ~46.1+06 ~41.7+035 44+08 0.75+0.01

4 Discussion

Recombinant human cystatin C (HCC) and its variant
L47C/GH9C with a new disulfide bridge (sHCC) were
obtained in their folded and active conformations, both
able to bind the cysteine protease S-carboxymethyl-
chymopapain {(cmCP). As eventually happens for HCC
[33, 34], both proteins were cleaved at the peptide bond
between R8 and L9, losing their first eight amino acids:
their CD spectra were identical (Fig. 2) and quite similar
to that previously reported for HCC [39].

Monomeric wild-type HCC forms dimers [7] and higher
oligomers [10] through a domain swapping mechanism.
Here, we clearly observed the formation of dimers at HCC

concentrations = 0.20 mg mL~! (Fig. 4). Additionally,
heating HCC solutions to 65 °C increased the formation
of dimers (Fig. 4) and promoted the generation of high-
molar-mass ageregates (Fig. S2), as also observed pre-
viously [39]. However, sHCC maintained its monomeric
state even at high concentrations and temperatures (Figs. 4
and S2) due to its additional disulfide link that precludes
dissociation of domains.

The thermal unfolding of both inhibitors was irrevers-
ible. The DSC thermogram obtained for HCC was similar
to that previously reported [40]. Using a concentration
of 0.40 mg mL™", we determined values for T, and for
the ratio (AH /AH_,) of 78.6 °C and 2.92, respectively,
comparable to the values of 82.0 °C and 2.67 obtained pre-
viously with equally truncated HCC at 1.0 mg mL™" [40].
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The new disulfide bond in sHCC increased the conforma-
tional stability of the protein, shifting the T, to 89.5 °C
and decreasing the ratio AH /AH_, to 1.86 (Table 1).
The stabilizing effect of the 5-5 crosslink results from
a decrease in the conformational entropy of the unfolded
chain, which has been estimated by the equation [41]

AS(TK 'mol™') = -8.8 = (3/2)R1n n, (1)

where n is the number of residues in the loop forming the
disulfide bond. equal to 23 for the C47-C69 disulfide in
sHCC. Thus, the entropy diminution caused by this bond
(AAS) calculated using Eq. 1 is 48 J K=! mol~'. As a ref-
erence, assuming that both denaturations were reversible
and the energetic stabilization of the new disulfide was
entirely due to this entropic effect (i.e., AAH =0).a T,
value of 93.9 °C would be expected for sHCC (see Online
Resource 1). On the other hand, the higher AH JAH_ ratio
of 2.92 for HCC compared with 1.86 for sHCC reveals the
higher-oligomeric nature of the species undergoing thermal
denaturation in the case of HCC [37].

Molecular dynamics simulations of the thermal unfold-
ing of both inhibitors also reflected the higher stability of
sHCC, particularly of the helix region, which took approx-
imately five times longer to unfold than in HCC (Fig. 6a).

Regarding ITC experiments, note that the propensity
of HCC 1o dimerize limits its use at concentrations above
0.20 mg mL~", hindering its application as a titrant; thus,
it was necessary to place it in the calorimetric cell and
add the protease cmCP. In contrast, for the complex with
sHCC, we filled the syringe with inhibitor at 1.76 mg mL~!
and titrated it with the cmCP solution within the cell. The
measured affinities of emCP for both inhibitors were very
similar, with K, values of 4.0 10° and 12 x 10* M~! for
HCC and sHCC, respectively; this slightly greater affinity
of the protease for sHCC compared with HCC was also
observed previously with cathepsin B, with K; values of
0.23 nM and 0.37 nM, respectively [10].

The mean value of K, for the complexes emCP-HCC
and cmCP—sHCC is 8.0 % 10° M~', which, compared with
the K, of the active-CP-HCC complex of 3.2x 10" M~
[23], gives a decrease in affinity of 20.7 kI mol~! at 300 K
(AAG, = RTInK,,/K,,). This reduction is mainly caused
by the carboxymethyl group introduced at the sulfur atom
of the catalytic Cys of CP, which hinders the interaction
with HCC. In the case of the complexes of HCC with acti-
nidin and with carboxymethyl-actinidin, the respective K}
values are 5.3% 10" M~ and 8.3 x 10° M~' [17], giving
a AAG, value of 10.4 kJ mol~', which is only half the
decrease in energy obtained with the chymopapain com-
plexes. This dissection of the binding free energy of these
complexes into their enthalpic and entropic components

&) Springer

using ITC analysis will help to improve understanding of
the molecular basis of these processes.

The AG, value for the complex of cmCP with sHCC was
only 7.8% more negative than that with HCC (Table 2),
and this difference was mainly due to the entropic com-
ponent AS,, which was —32.4 J K™' mol™' for HCC and
—14.3 J K~! mol~! for sHCC. This lesser entropic decrease
can be explained by restrictions imposed by the new
disulfide in the free sHCC. Assuming that the final bound
state in both complexes is equally restricted, those bond rota-
tions already restrained by the new link in the free sHCC
will not contribute to the diminution of the binding entropy.

In conclusion, because stabilized human cystatin C
(sHCC) cannot form dimers or higher oligomers, it repre-
sents a better model than the wild-type inhibitor for studying
the wide variation in affinity for different cysteine proteases.
Characterization of the binding thermodynamics of sHCC to
diverse cysteine proteases of the papain family could shed
new light on the structural basis that determines the pro-
tein—protein affinities.
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