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RESUMEN:

La investigacion y estudio acerca de proteasas y sus inhibidores es efectuada con
el firme proposito de conocer mas aplicaciones potenciales en medicina, agricultura
y biotecnologia, para ello se han efectuado y se contindan realizando estudios
in vivo e in vitro de la formacién de complejos enzima proteolitica-inhibidor.

La contribucion de este trabajo fue conocer la constante de disociacién en el
equilibrio (Kg) para la interaccion entre la S-(carboximetil)-caricaina y la cistatina
de pollo, la Kq fue medida mediante el método de titulacion fluorimétrica a pH 7.4
y 25°C. La Ky calculada tiene un valor de (1.87 £ 0.2) uM, lo cual indica una
constante de afinidad (K,= K¢*) moderada con un valor de 5.4x10°> M™.
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l. INTRODUCCION.

Las proteinas son polimeros lineales de a-aminoacidos con amplia variabilidad
estructural y funciones biolégicas muy diversas. Un a- aminoacidos consta de un atomo de
carbono central, Ilamado carbono a, unido a un grupo amino, un grupo acido carboxilico, una
cadena lateral especifica (R) y un hidrégeno (Figura 1.1). Estos centros tetraédricos con la
excepcion de la glicina, son quirales: en las proteinas naturales solo existe el isdmero L. Todas
las proteinas naturales se construyen a partir del mismo conjunto de 20 aminoéacidos [1].

Figura 1.1 Estructura general de un a-aminoécido.

La estructura de las proteinas se puede describir en cuatro niveles, que se denominan
estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria viene determinada
por la secuencia de a-aminoacidos en la cadena proteica, es decir, el nUmero de aminoécidos
presentes y el orden en que estan enlazados. Las posibilidades de estructuracion a nivel primario
son practicamente ilimitadas y puede adoptar multiples conformaciones en el espacio. La
conformacién espacial de una proteina se analiza en términos de estructura secundaria y
terciaria. La estructura secundaria se refiere a la conformacion adoptada por regiones locales de
la cadena polipeptidica. Con o sin estructura secundaria, la proteina presenta un plegamiento
tridimensional que adopta una forma determinada en el espacio, que constituye la estructura
terciaria. La estructura terciaria de una proteina es Unica y siempre la misma en igualdad de
condiciones, esta configuracion tridimensional es la responsable directa de sus propiedades
bioldgicas, ya que es la disposicion espacial de los distintos grupos funcionales la que determina
su interacciéon con los diversos ligandos. La estructura cuaternaria se refiere a la asocian de
varias cadenas polipeptidicas (iguales o distintas) para formar una unidad funcional [1].

La gran heterogeneidad estructural de las proteinas les permite cumplir multiples funciones
en el ser vivo como son: medio de transporte de sustancias insolubles, enzimatica (catalizan
reacciones), hormonal (la mayoria de las hormonas son proteinas, excepto las hormonas
sexuales), receptores (estan en membrana de las células), estructural, nutricional, actian como
antigenos, amortiguadora de pH, contractil, hemostasia (regulan la coagulacion sanguinea) y
genética.



Las enzimas son catalizadores de los sistemas bioldgicos, sus caracteristicas mas
sobresalientes son su poder catalitico y especificidad. Las enzimas son altamente especificas,
tanto en la reaccion que catalizan como en la seleccidn de sustancias reactantes, denominadas
sustratos. La catalisis tiene lugar en un centro especifico de la enzima Ilamado centro activo,
casi todas las enzimas conocidas son proteinas [1].

La mayor parte de las enzimas se denominan a partir del nombre de los sustratos y las
reacciones que catalizan con el sufijjo “asa”. En 1964 la IUB (International Union of
Biochemestry) establecié una Comision de Enzimas, la cual establecié una nomenclatura para
la clasificacion de enzimas de acuerdo a las reacciones que catalizan las enzimas (Tabla 1.1) y
estas a su vez se subdividieron para poder identificar con precision las enzimas mediante un
cddigo de cuatro digitos precedido por las letras EC (de Enzyme Commission) [1,2].

Tabla 1.1 Las seis clases principales de enzimas.

Clase Tipo de reaccion

Oxidacidn-reduccién de los grupos CH-OH, CH-CH, C=0,
1. Oxidoreductasas CH-NH, y CH-NH.

Transferencia de grupos de un solo carbéno, residuos
aldehidicos o cetdnicos, y grupos acilo, alquilo, glucosilo
0 que contienen fosforo o azufre.

2. Transferasas

Reacciones de hidrdlisis de enlaces de tipo éster, éter, péptido,
3. Hidrolasas glucosilo, anhidrido de cido, C-C, C-haldgeno o P-N.

Adicidn o separacidn de grupos para formar dobles enlaces.
Incluyen las enzimas que acttan sobre los enlaces C-C, C-O,
C-N, C-Sy C-halégeno.

4. Liasas

5. lsomerasas Interconversion de isbmeros opticos, geometricos o de posicion.

Uniodn de dos sustratos a expensas de ATP o compuesto
semejante. Incluyen las enzimas que acttan sobre los enlaces
C-C, C-O, C-N, C-S.

6. Ligasas

Datos tomados de Murray et al. [2].



Las proteasas (enzimas que catalizan la hidrdélisis de un enlace peptidico o proteo6lisis) son de
gran importancia en varias funciones celulares, tienen papeles clave en muchos procesos
fisiolégicos esenciales. Con los avances de la Biologia Molecular, se han hecho extraordinarios
progresos en comprender la estructura y funcion molecular, mecanismo catalitico y evolucion de
proteasas. Esto ha permitido que las proteasas puedan ser clasificadas en familias, teniendo
estructuras y mecanismos cataliticos similares entre los miembros de cada familia [3,4].

Generalmente las proteinas estructurales o proteinas constitutivamente requeridas son de
larga vida, mientras que las proteinas regulatorias con frecuencia se degradan rapidamente. Por
lo tanto, su degradacion debe ser regulada y medida con precision, ya que una degradacion no
regulada podria ser peligrosa para la célula. Principalmente, el balance entre la tasa de sintesis y
consumo de proteinas celulares determinan el destino de células in vivo [3].

Las enzimas constituyen un especializado y diverso grupo de proteinas que tienen varias
funciones en procesos fisioldgicos. Las enzimas proteoliticas estan involucradas en procesos
digestivos, activacion de proenzimas, liberacién de péptidos fisiolégicamente activos y procesos
de inflamacion entre otros. Las proteasas se agrupan en cuatro categorias de acuerdo al
aminoacido esencial en su sitio activo, pH 6ptimo en el rango de actividad, la similitud en
secuencia de aminoéacidos y el mecanismo de inhibicion [5], en la Tabla 1.2 se muestra la
clasificacion.

Tabla 1.2 Clasificacion de proteasas.

Residuo de aminoéacido Rango de pH
Proteasas. L. . .
en el sitio activo. optimo.
Serinproteasas. Ser; His 7-9
Cisteinproteasas. Cys 4-7
Aspartilproteasas. Asp, Try Menor a 5
Metaloproteasas. lon metalico 7-9

Datos tomados de Oliveira et al. [5].



La gran familia de enzimas hidroliticas, las peptidasas (también llamadas proteasas, EC 3.4)
pueden ser categorizadas de acuerdo a la zona en la cual se lleva acabo el rompimiento de la
cadena polipeptidica, como endopeptidasas (o bien proteinasas, EC 3.4.21-99) y exopeptidasas
(EC 3.4.11-19). Las proteasas pueden ser clasificadas de acuerdo al grupo reactivo en el sitio
activo, el cual se encuentra involucrada la catélisis (Tabla 1.2); serinproteasas (EC 3.4.21),
cisteinproteasas EC 3.4.22), aspartilendopeptidasas (EC 3.4.23), metaloendopeptidasas
(EC 3.4.24), las enzimas que aln no se conoce completamente su mecanismo de reaccion son
clasificadas en el subgrupo (EC 3.4.99) [6].

Las cisteinproteasas se encuentran extensamente distribuidas entre organismos Vivos,
participan en una gran variedad de funciones celulares, la mas reciente clasificacion de esta
familia comprende proteasas de plantas, varias catepsinas de mamiferos y calpainas, asi como
varias proteasas de parasitos [3].

La actividad de las cisteinproteasas es controlada mediante proteinas inhibidoras como
cistatinas y ap-macroglobulinas. Sus funciones inhibidoras protegen al organismo celular de
protedlisis destructiva de cisteinproteasas endégenas involucradas en sus procesos metabolicos,
y de cisteinproteasas exdgenas de origen bacterial y viral [7].

La familia de la papaina (peptidasas C1), la mas grande de las cisteinproteasas, comprende
enzimas de bacterias, plantas, invertebrados y vertebrados. La familia de la papaina incluye
endopeptidasas, aminopeptidasas, una dipeptidil peptidasa y peptidasas que presentan
caracteristicas de endopeptidasa y exopeptidasa [4,8].

Las cisteinproteasas que son endopeptidasas presentan actividad catalitica debido a la
nucleofilicidad de cisteina en su sitio activo. Un par ionico es formado, entre el residuo de
cisteina de su sitio activo y una histidina ubicada sobre la pared opuesta de la hendidura del
sitio activo [9]. Tomando como modelo la molecula de papaina, en la Figura 1.2 se aprecia que
el sitio activo es localizado en la interfase entre dos dominios.

Se ha identificado claramente que los residuos de cisteina y histidina, localizados en el sitio
activo de las cisteinproteasas, participan en la hidrélisis de enlaces peptidicos, actuando como
nucleofilo el residuo de cisteina y participando el residuo de histidina como &cido / base [10].
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Figura 1.2 Cisteinproteasas [1]. Del lado derecho de la molécula de papaina se muestra
los residuos de cisteina (Cys) e histidina (His) que participan en la catalisis.

La actividad proteolitica de todas las cisteinproteasas proviene de los residuos de cisteina
(Cys) e histidina (His) en el centro activo de la enzima. En el caso de cisteinproteasas de la
familia de la papaina, el centro catalitico es complementado con un residuo de asparagina (Asn)
que garantiza una orientacion éptima del anillo de imidazol de la His para las sucesivas etapas
de la hidrolisis. La etapa crucial del proceso catalitico (Figura 1.3) involucra la formacion de un
par idnico reactivo tiolato/imidazolio (Cys-S/His-Im"), el cual resulta de la transferencia de un
proton entre Cys-25 y Hist-159 (numeracion de residuos de papaina) [11].

En principio, los ataques del anién tiolato al carbonilo facilita el rompimiento del enlace
peptidico y el doble enlace entre el carbono y oxigeno se convierte en enlace sencillo (Figura
1.3-A). El oxigeno asume una carga neta negativa que permite el primer estado de transicién
tetraédrico. El oxianion se estabiliza enlazando hidrdgenos del grupo NH de glutamina (GIn) de
la cadena lateral (GIn-19) y Cys-25 de la cadena principal, de lo cual probablemente resulta la
formacion de la cavidad del oxianién (Figura 1.3-B). En seguida la rotacion de la cadena lateral
de His-159, permite la transferencia de protones desde el cation imidazolio al nitrogeno del
enlace péptido que comienza a ser hidrolizado y ocurre el rompimiento. El sustrato recién
formado es enlazado a la His-159, mientras la parte carboxilica del sustrato es enlazado Cys-25
via enlace tioester, formando una acil-enzima (Figura 1.3-C). El siguiente paso de la reaccion
involucra la disociacion de la parte aminica del sustrato y su sustitucion por una molécula de
agua. El nitrégeno del imidazol contribuye a la polarizacion de la molécula de agua que a su vez
ataca el carbono del grupo carbonilo de la acil-enzima (Figura 1.3-D). Esta es seguida de la
formacion de un intermediario tetraédrico (Figura 1.3-E). En la etapa final, la deacilacion
tioester permite reconstruir el grupo carboxilo en el sustrato hidrolizado que es concertado con
la liberacidn de una enzima activa (Figura 1.3-F) [6, 11].



T H
|
Gin-f8]—N, i —N\ .
e, B S
0=C UG e
7 R \\NHRJ }|-| \\NHR' H
N—H s” N N—H s +,|\l =
wm </ N SER
Cys-25 'I\l Cys-25 ',“ T
H H
ﬁ) o
A Ron7E] — ¢, B (T8 — &,
H
H I
| : GIn-19] —N .
[Bin-19]—N_ " NTR i n B o
2 O=C
: O=C H \'\O/
- % N—H s\
N\—H N 2 X / </
2 £ _ 3 N
e L
Y :
' i
D [Asn-175] — c—nNH
c -——C——-NHZ .
T H
l
GIn-19|—N R —-N\ g
H N/ H y
0—¢C 0=C
\\ H ; N H
r\,l' H_. C‘SOH | OH |
e : N—H - .
N S N
b / </ \ / %
Cys-25 T ol
: !
I
E Asn-175] —C—NH, F Asn-175 —<"3—NH2

Figura 1.3 Mecanismo catalitico de cisteinproteasas, ejemplificado por papaina [11].



A partir del latex de Carica papaya se han aislado cuatro cisteinproteasas que pertenecen a
la familia de peptidasas C1 también conocido como el clan de papaina. En la Tabla 1.3, se
presenta su punto isoeléctrico (pl) y su porcentaje de similitud de estructura primaria con
respecto a papaina.

Tabla 1.3 Proteasas presentes en latex de Carica papaya.

Proteasas pl 2 P0|_’ce_n_taje Se
Similitud
Papaina (EC 3.4.22.2). 8.8
Quimopapaina (EC 3.4.22.6). 104 59.4
Caricaina' (EC 3.4.22.30). 114 69.8
Proteasagc.i: ;;Pza;;é IV (EC 106 67.9

! Anteriormente conocida como proteasa A 6 proteasa de papaya Q. ° Sumner et al. [12].

Las proteasas de papaya se sintetizan como proenzimas, su forma activa contiene de 206 a
218 aminoacidos, se encuentra precedida de una prosecuencia de 106 a 118 residuos, las cuatro
secuencias exhiben un alto grado de similitud. Con la excepcién de la proglicil endopeptidasa,
las proregiones de proteinasas de papaya permiten mantener el plegamiento y actian como un
inhibidor intrinseco [13].

Un considerable numero de cisteinproteasas son sintetizados como precursores inactivos, su
activaciéon requiere del rompimiento proteolitico de la proregiéon N-terminal que también
funciona como inhibidor de la enzima madura. La mayoria de las proregiones de la forma
madura de las cisteinproteasas comparten un plegamiento similar que consta de dos partes. La
proregion N-terminal es constituida de dos estructuras a hélice y una estructura de hebra 3
extendida, interactuando con la superficie localizada en la proregion de union del bucle, de la
enzima madura. La region de C-terminal enlaza entre los dos dominios de la enzima, siendo
fijado por una estructura corta de o hélice, al sitio S’ (Nomenclatura de Schechter y Berger [14],
Figura 1.4). Esta estructura cubre el sitio de enlace del sustrato, con lo cual impide accesar al
centro catalitico de la enzima [11].
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La papaina presenta una zona de enlace extensa, en la cual existen numerosas interacciones
entre la enzima y el sustrato. EI acoplamiento adecuado del sustrato sobre el sitio activo permite
que ocurra el proceso de hidrolisis. Schechter y Berger [14] propusieron que el sitio activo de la
papaina contiene siete subsitios, cada uno capaz de aceptar un residuo de aminoacido del
sustrato peptidico. Los subsitios son localizados sobre ambas regiones del sitio catalitico de la
enzima (Figura 1.4); cuatro en la proregion N-terminal y tres en la proregion C-terminal. La
papaina facilmente rompe el enlace peptidico formado entre los residuos de Arg y Lys (P1). El
subsitio S2 de la papaina es una cavidad hidrofobica constituida por los residuos de
aminodcidos Tpr-69, Tyr-67, Phe-207, Pro-68, Ala-160, Val-133, Val-157 y especificamente
interact(a con zonas hidrofdbicas de la cadena peptidica como Phe [6,8].

Sustrato
P4 Pa P2 P1 ] P P2 PY
N ) ) " XL l L (3 ) c
‘ 1 84 [ s s2 ] S1 TSI’ ] 52 83
| |
Enzima

Figura 1.4 Nomenclatura de Schechter y Berger [14]. Los residuos de aminoacidos del
sustrato sobre la proregién N-terminal de la zona de rompimiento de los enlaces peptidicos
son numerados como P1, P2, P3, ...; los residuos sobre la preoregion C-terminal son
numerados como P1°, P2°, P3’, ...; los subsitios sobre la enzima son numerados S3, S2, S1,
S1°, 82, S3°, ... (Figura 1.4) los cuales se complementan con los residuos de sustrato [8].

La investigacion y estudio acerca de proteasas y sus inhibidores es efectuada con el firme
propdsito de conocer mas aplicaciones potenciales en medicina, agricultura y biotecnologia,
para ello se han efectuado y se continuan realizando estudios in vivo e in vitro de la formacion
de complejos enzima proteolitica—inhibidor.

Diversos estudios in vivo han demostrado que proteinas inhibidoras de cisteinproteasas
enddgenas regulan endopeptidasas cisteinicas lisosomales. Se encuentran reportados estudios de
estos inhibidores en el tratamiento de cancer y metastasis, pancreatitis, artritis, aterosclerosis,
diabetes, gingivitis periodontal, infecciones, inflamacion, trastornos en higado, pulmén,
lisosomal, miocardial, renal, muscular, enfermedad de Alzheimer y de Batten [15].
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Los inhibidores de cisteinproteasas podrian ser empleados como farmacos apropiados para el
tratamiento de tumores, enfermedades inflamatorias, procesos patologicos en los que se
involucran el incremento de la degradacion de huesos, cartilago o musculo, infecciones causadas
por virus, bacterias y protozoos. En términos farmacolégicos, un inhibidor de proteasas eficaz
debe cumplir con las siguientes condiciones: la interaccién entre la enzima e inhibidor debe ser
irreversible, 0 si es reversible, la constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor debe
ser <0.1 nM con el propdsito de mantener esta actividad por un periodo de tiempo grande. Las
cisteinproteasas normalmente existen en la célula como enzimas lisosomales o citoplasmicas,
con el propdsito de pasar rapidamente a través de la membrana celular, el inhibidor de
cisteinproteasa no debe presentar carga. Ademas, la reactividad del inhibidor tiene que ser lo
suficientemente baja para ser inertes hacia grupos tioles cataliticamente irrelevantes o grupos
SH esenciales de enzimas no hidroliticas [6].

Las cistatinas, proteinas del tipo inhibidoras de cisteinproteasas se encuentran extensamente
distribuidas en animales y plantas, de manera general se asume que estos inhibidores estan
involucrados en la regulacion fisioldgica y procesos patolégicos [16]. Los miembros de la
superfamilia de la cistatina han sido agrupados en familias, de acuerdo a su localizacion,
tamafio y complejidad de su cadena polipeptidica, en la Figura 1.5 se muestra un esquema de
esta clasificacion [5,17].

/ (" Proteinas citosolicas, alrededor de
< 100 residuos de aminoacidos, carecen

Familia 125A (Las estefinas) i
de enlaces disulfuro.

Proteinas glicosiladas, alrededor de 115
4 residuos de aminoécidos, contienen dos
enlaces disulfuro.

Familia 125B (Las cistatinas)

Superfamilia
de las <

Cistatinas 1 '
Familia 125C (Cininogenos) Protem_as de plasma S anguineo.
glucosiladas, con enlaces disulfuro.

Comprende la mayoria de todas las proteinas
inhibidoras de cisteinproteasas procedentes de plantas.

Fitocistatinas. {

N

Figura 1.5 Clasificacién de cistatinas.
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Las cistatinas son inhibidores de cisteinproteasas con estructura proteica, enddgenas,
termofilas (estables por arriba de 100 °C) y estables a pH extremos (pH de 2-12 para cistatinas
y 5-2 para cininogenos). La inactivacion de cisteinproteasas se realiza mediante inhibicion
competitiva, no covalente y reversible. Todas la proteinas inhibidoras de cisteinproteasas (CPIs)
solo inhiben cisteinproteasas, incluso inhiben a la exopeptidasa catepsina C. Las excepciones
son bromelaina y glicilendopeptidasa (proteasa de papaya IV) las cuales no son inhibidas por
alguna de esta proteinas. La calpaina es solo inhibida por cininogenos. La clostripaina y la
proteasa de virus de polio no pertenecen a la familia de la papaina y son inhibidas por las
cistatinas [6].

El modelo de la formacion del complejo papaina—cistatina, presentado en la Figura 1.6, se
basa en la estructura tridimensional de la cistatina de pollo y fue confirmado por el anélisis de la
estructura del complejo enzima-inhibidor de papaina y la estefina humana B recombinante
mediante cristalografia de rayos X. En este modelo (Figura 1.6) el segmento N-terminal del
inhibidor el cual tiene el residuo Gly9 conservado en todas las cistatinas, interactta con el sitio
activo y los subsitios S1-S3 de la enzima, mientras dos bucles —los cuales contienen la secuencia
conservada QVVAG (en cistatina de pollo: QLVSG) y Pro-Trp— enlazan en los subsitios
S1°-S2” (Nomenclatura de Schechter y Berger) [6,14].

vi2

]|

w7

PAPAIN

wig1

.:._c< 0158

F207 S205 T204 J

Figura 1.6 Modelo de la interaccion entre cistatina y papaina [6].
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La clara de huevo de pollo (o albumen) contiene de 9.7 a 12 % de proteinas, puede ser
considerada como un sistema construido de numerosas proteinas globulares en solucién acuosa.
Algunas de las proteinas que constituyen la clara de huevo poseen actividades biologicas, estas
incluyen novedosas actividades antimicrobianas, anticancer, antihipertensivas, propiedades
antiadhesivas, inmunomodulatoria, propiedades antioxidantes, inhibidores de proteasas,
biodisponibilidad de nutrientes, y poseen lipidos funcionales. Por todo esto, es de gran
importancia el estudio de los componentes del huevo en la salud humana, para la prevencion y
tratamiento de enfermedades [18].

La clara de huevo es una fuente rica de inhibidores de proteasas, los cuales se han estudiado e
identificado; ovomucoide y ovoinhibidor son inhibidores multidominio tipo Kazal, cada
dominio contiene un sitio reactivo a serinproteasas. La cistatina es un inhibidor de
cisteinproteasas mientras que la ovastatina es un inhibidor que inhibe proteasas mediante los
cuatro mecanismos [19].

La cistatina de pollo es un inhibidor de cisteinproteasas que se encuentra en clara de huevo y
suero de pollo, también en pulmén, molleja, cerebro, corazon, oviducto y es expresado por
células de musculo y en el desarrollo embrionario de pollo [20]. La cistatina aislada a partir de
clara de huevo de pollo es una mezcla de las formas moleculares 1 y 2, con valores de punto
isoeléctrico (pl) de 6.5 y 5.6 respectivamente, la diferencia estructural entre estas formas
isoeléctricas es un residuo de fosfoserina (PSer) en la posicién 80 de la forma 2 (Ser en formal).
La carga negativa adicional de PSer es responsable de bajar el pl de 6.5 (forma 1) a 5.6 (forma
2) [21].

Annastasi et al. [22] propusieron un método de purificacion de cistatina de tres etapas:
precipitacion de ovomusina, cromatografia de afinidad empleando S-(carboximetil)-papaina
(CM-papaina) inmovilizada sobre sefarosa y cromatoenfoque; mas tarde Lindahal et al. [23]
modificd esta ultima etapa empleando cromatografia sobre una columna de dietilaminoetil
(DEAE) — sefacel. Trziszca et al. [16], reportd la purificacién de cistatina, mediante la
compilacion de la precipitacion de ovomucina, cromatografia de afinidad a través de papaina
inmovilizada sobre sefarosa, filtracion en gel sobre sefadex G-100, cromatografia DEAE y fase
reversa. Otro método descrito por Turk et al. [24] incluye el ajuste del pH de la clara de huevo a
un valor de pH de 12 y precalentamiento a 62 °C, aplicacion la solucién resultante sobre gel de
fenil-sefarosa seguida por una columna de intercambio cationico [20].
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Existen diversos métodos espectroscopicos para el estudio de conformacion macromolecular
en disolucion. Las proteinas absorben luz y emiten radiacion en el rango UV del espectro
electromagnético, la absorbancia es causada por los enlaces peptidicos, aminoacidos aromaticos
y enlaces disulfuro. Esta propiedad permite realizar estudios de caracterizacion conformacional
y cambios conformacionales mediante Fluorescencia y Dicroismo Circular.

Las proteinas absorben cerca de 280 nm, el rango de fluorescencia maximo es de 320 a 350
nm, la emision méxima de proteinas refleja la exposicion promedio de sus residuos fluoréforos
a la fase acuosa. La fluorescencia de proteinas proviene de los residuos de fenilalanina (Phe),
tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp). Los residuos de triptéfano de las proteinas generalmente
aportan alrededor del 90 % del total de fluorescencia procedente de proteinas, este fluor6foro
natural es altamente sensitivo a la polaridad de su medio circundante. Frecuentemente, los
cambios espectrales observados son consecuencia de varios fendmenos, como la unién de
ligando, asociacién proteina—proteina, y desnaturalizacion, entre otros [25].

A pesar de que solo los aminoécidos aromaticos expuestos (Phe, Tyr y Trp) son
luminiscentes, existen otras dos posibilidades de anélisis por luminiscencia que permiten el
estudio fluorimétrico de aminoacidos y proteinas otra posibilidad consiste en marcar una
proteina con un cromdforo fluorescente. Estos cromdforos pueden usarse para el analisis
fluorimétrico de muchas proteinas. Otro tipo de compuestos bioldgicos que pueden estudiarse
fluorimetricamente son las pirimidinas, las purinas y los acidos nucleicos [26].

La fluorimetria es una técnica muy valiosa para el analisis cualitativo y cuantitativo de
enzimas y para el estudio de cinéticas y mecanismos enzimaticos. La alta sensibilidad y
selectividad de esta técnica ha permitido realizar numerosos estudios in situ, en tejidos sin
requerir ninguna separacion para efectuar el estudio [26].
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1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

+ Determinar la constante de disociacién en el equilibrio del sistema formado por la
cistatina de clara de huevo de pollo (inhibidor de cisteinproteasa) y la S-(carboximetil)-
caricaina (cisteinproteasa) a 25° C, pH 7.4.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ La purificacién de cistatina a partir de clara de huevo (albumen), mediante
precipitacion selectiva de las proteinas que constituyen el albumen, seguida de una
cromatografia de afinidad empleando S-(carboximetil)-papaina (CM-papaina)
inmovilizada sobre sefarosa 4B.

+ Determinar la constante de disociacion para el complejo S-(carboximetil)-
caricaina—cistatina a partir del método de titulacion fluorimétrica a 25°C y pH 7.4.
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I11. MATERIALES Y METODOS

1. PURIFICACION DE S-(CARBOXIMETIL)-CARICAINA.

La purificacion de la S-(carboximetil)-caricaina (CM-caricaina) se realizd siguiendo el
procedimiento reportado por Solis-Mendiola et al. [27]. La caricaina es la enzima més bésica de
las proteinasas estudias en el latex de Carica papaya, es detectada con facilidad mediante
cromatografia de intercambio catidnico; al aplicar un gradiente de incremento en la fuerza
i6nica es eluida como el ultimo componente (Figura 1.1). En la Figura 1.2 se esquematiza el
procedimiento efectuado para la purificacion de S-(carboximetil)-caricaina (CM-caricaina).
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Figura 1.1 Cromatograma de quimopapaina parcialmente purificada [27].
Absorbancia , Concentracién de NaCl

La carboximetilacion de las proteasa contenidas en el extracto de quimopapaina se efectud de
la siguiente manera. Se pesaron 900 mg de extracto de quimopapaina que contiene caricaina
(SIGMA C-9007, Lote:124F80751), y se disolvieron en 41 mL de amortiguador fosfatos 0.1 M,
NaCl 0.5 M, pH 6.0, contenidos en un vaso de precipitados de 150 mL. Las proteinas fueron
activada con cisteina 2 mM, para lo cual se disolvié 0.0129 g de cisteina en la solucién de
papaina, una vez disuelta se mantuvo en agitacion por 10 min a temperatura ambiente. Una vez
efectuada esta operacion fue adicionado acido iodoacético hasta una concentracion final de 10
mM. La solucion de acido iodoacético fue preparada disolviendo 0.083 g de acido iodoacético
en 4 mL de agua desionizada contenidos en un vaso de precipitado de 10 mL, una vez disuelto
se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por una hora. Una vez efectuada esta
operacion se mezclo con la solucién de papaina, para obtener un volumen final de 45 mL.
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La solucién de quimopapaina carboximetilada fue dializada contra agua desionizada por 6
horas a 4 °C, empleando una membrana Spectra/Por (MWCO: 12-14000). Posteriormente la
solucion se filtré con un filtro 0.45 um HV (Durapore). Una vez dializada y filtrada la solucién,
se procedié a purificar por cromatografia de liquidos en un equipo Varian 9012/9050,
empleando una columna de intercambio catiénico PL-SCX (laboratorios Polymer) y un
gradiente de elucion en amortiguador de fosfato 0.05 M, pH 7.0 previamente reportado [27]. Los
componentes de la solucion fueron eluidos a través de la columna con un flujo de 0.5 mL/min,
empleando un gradiente bifasico programado de cloruro de sodio: NaCl de 0 a 0.4 M (con una
pendiente de 0.015 M/mL) y NaCl de 0.4 a 0.8 M (con una pendiente de 0.04 M/mL).

En el cromatograma se identifico la elucion de carboximetil-quimopapainas y carboximetil-
caricainas. La fraccion identificada como pico Il (que corresponde a caricaina [27]) fué
colectada y dializada contra agua desionizada por 6 horas a 4°C. Una vez dializada se
recromatogafio utilizando el mismo gradiente, esta fraccion colectada se dializé (por 6 horas a
4°C) contra amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4.

Posteriormente esta solucion fue concentrada mediante ultrafiltracion, empleando una
embrana amicon bioseparations (NMWL.: 10000), a un volumen de 3 mL con una concentracion
de 1.038 mg/mL. La concentracién de la solucién fue calculada en base a su A 1 cm = 16.7
[28] y realizando correccidn por dispersion de luz (Apéndice I11).

Extracto de quimopapaina que
contiene caricaina (SIGMA).

\ 4

Carboximetilacion de proteasas.

\4

Dialisis.

\4

Cromatografia de liquidos
(Intercambio cationico).

A

Diélisis de fraccion 1.

v

Cromatografia de liquidos
(Intercambio cationico).

\ 4

Coleccion de fraccion de interés.

v

Concentracion por ultrafiltracion.

\ 4

Dialisis.

Figura 1.2 Purificacién de CM-caricaina.
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2. PURIFICACION DE CISTATINA A PARTIR DE CLARA DE HUEVO.

Barret en 1981 [29] propuso el nombre “cistatina” a proteinas que inhiben cisteinproteasas, la
cistatina de clara de huevo de pollo fue aislada por primera vez por Whitaker en 1968 [19].
Los métodos de purificacion de cistatina propuestos por Anastasi et al. (1983) [22], Lindahl et
al. (1988) [23], Trziszka et al. (2004) [16], emplean cromatografia de afinidad, efectuando un
tratamiento previo de la clara de huevo.

El proceso de purificacion de cistatina que se presenta en este trabajo consiste en dos etapas.
La primera consiste en una precipitacion de las proteinas de la clara de huevo en medio &cido,
seguida de la precipitacion de las proteinas que se encuentran en mayor cantidad, mediante el
ajuste del pH a su respectivo punto isoeléctrico. En la segunda se realiza una cromatografia de
afinidad empleando el método en batch, inmovilizando carboximetil-papaina (CM-papaina)
sobre gel de sefarosa 4B. En la Figura 2.1 se presenta un esquema que resume las etapas de
purificacion realizadas en este trabajo, comprende métodos de clarificacion, enriquecimiento,
cromatograficos y de control de pureza.

Purificacion de CM-papaina. Preparacion de sefarosa 4B.
v A
Solucién acoplante. » Acoplamiento del ligando Tratamiento de
sobre el gel sefarosa 4B. clara de huevo.

\ 4
Proteina inmovilizada
(Sefarosa-CM-papaina).

v
Acoplamiento de cistatina.

v

A\ 4
Desacoplamiento de cistatina.

Regeneracion del gel.

A

\ 4

CISTATINA

Figura 2.1 Etapas de purificacion de cistatina a partir de clara de huevo.



19

2.1 PURIFICACION DE S-(CARBOXIMETIL)-PAPAINA Y OBTENCION DE
SOLUCION ACOPLANTE.

La carboximetilacion de una proteasa permite la formacion de derivados estables que
permanecen intactos durante los estudios de la proteina. Las etapas del proceso para la
obtencion de la solucion acoplante se presenta en la Figura 2.2.

Papaina aislada de latex de
papaya (SIGMA).

\ 4

\ 4

Carboximetilacion de papaina. Diaélisis.

\ 4
Cromatografia de liquidos
(Intercambio cationico).

A

Coleccidn de fraccion de interés.

\ 4

Dialisis de fraccion de papaina. Solucion acoplante.

Figura 2.2 Purificacion de S-(carboximetil)-papaina.

La carboximetilacion de papaina se efectud de la siguiente manera. Se pesaron 20 mg de
papaina aislada de latex de papaya, dos veces cristalizada (SIGMA, Lote:106K7043), y se
disolvieron en 82 mL de amortiguador fosfatos 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 6.0, contenidos en un
vaso de precipitados de 150 mL. La proteina fue activada con cisteina 2 mM, para lo cual se
disolvié 0.0258 g de cisteina en la solucion de papaina, una vez disuelta se mantuvo en agitacion
por 10 min a temperatura ambiente. Una vez efectuada esta operacion fue adicionado acido
iodoacético hasta una concentracion final de 10 mM.

La solucion de acido iodoacético fue preparada disolviendo 0.186 g de acido iodoacético en
18 mL de agua desionizada contenidos en un vaso de precipitado de 50 mL, una vez disuelto se
mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por una hora. Una vez efectuada esta
operacion se mezcld con la solucion de papaina, para obtener un volumen final de 100 mL.

La solucion de S-(carboximetil)-papaina descrita anteriormente, fue dializada contra agua
desionizada por 6 horas a 4 °C, empleando una membrana Spectra/Por (MWCO: 12-14000).

La solucién dializada fue filtrada (filtro HV Durapore, 0.45 um), y se procedio a purificar por
cromatografia de liquidos empleando una columna de intercambio cationico PL-SCX
(laboratorios Polymer), para ello se realizo 39 corridas en el equipo, obteniendo un volumen de
60 mL, el cual se dializé en agua desionizada por 6 horas a 4 °C. Posteriormente esta solucion
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fue concentrada mediante ultrafiltracion, empleando una membrana amicon bioseparations
(NMWL.:10000), a un volumen de 4 mL con una concentracion de 0.15 mg/mL. Esta
cuantificacion de proteina se realizé en base a su A'*,g0 1cm = 25 (Especificacion: SIGMA).

Una vez concentrada la S-(carboximetil)-papaina (CM-papaina) se dializé en amortiguador
NaHCO3 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3, por 6 horas obteniendo un volumen de 4 mL con una
concentracién de 0.14 mg/mL. El calculo se realiz6 en base a su A 1 on = 25
(Especificacion: SIGMA).

Esta es la solucion acoplante que contiene la proteina que se inmovilizé sobre gel de sefarosa
4B, el procedimiento de acoplamiento sobre este gel, es mas eficiente en el rango de pH de 8-10
donde los grupos amino contenidos en el ligando predominan en su forma desprotonada.

2.2 PREPARACION DE SEFAROSA 4B.

La sefarosa 4B activada con bromuro de cianogeno, se emplea en la inmovilizacién de
ligandos que contienen aminas primarias (proteinas, péptidos y acidos nucleicos), la Figura 2.3
esquematiza la activacion del soporte. La union covalente de la enzima de interés, se basa en la
activacion de los grupos quimicos del soporte para que reaccionen con los nucletfilos de las
proteinas. De entre los 20 aminoacidos diferentes que se encuentran en la estructura de las
enzimas, los mas empleados para la formacién de enlaces con el soporte son principalmente la
Lys, Cys, Tyr, His, en menor medida Met, Trp, Arg, Asp, Glu. El resto de los aminoé&cidos,
debido a su caracter hidrofébo, no se encuentran expuestos al exterior de la superficie proteica,
y no intervienen en la union covalente [30].

; .
OH /

+ CNB Imidocarbonato ciclico
OH \ 0O—C=N
Ester de cianato
Bromuro de _
Soporte cianogeno Soporte activado

Figura 2.3 Activacion del soporte.
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Se obtuvieron 4 mL de solucién acoplante con una concentracion de 0.14 mg/mL
(aproximadamente 6 mg de CM-papaina). La determinacion de proteina ligada al gel por el
método de Lowry muestra que hay 0.6 mg de papaina / g de gel [22]. Por lo tanto, se requiere
1.0 g de sefarosa 4B para inmovilizar la CM-papaina que fue purificada.

Los aditivos que contiene el gel preactivado se eliminan a pH bajos (pH 2-3), en estas
condiciones se preserva la actividad de los grupos reactivos, los cuales a pH altos se hidrolizan.

Un gramo de sefarosa 4B-CNBr liofilizada (SIGMA-ALDRICH Lote: 124k1654), fue hidratado
con 2.4 mL de HCI 1 mM (su volumen aproximado fue de 3.5 mL). Una vez hidratado el gel,
fue lavado por filtracion con 200 mL de HCI 1 mM, resuspendiendo el gel en 20 mL de HCI 1
mM vy filtrando, el tiempo total de contacto del gel con la solucién &cida no fue mayor a 15 min
(Especificacion: Pharmacia Biotech).

2.3 ACOPLAMIENTO DEL LIGANDO.

Una vez activado el soporte, se procedio a inmovilizar el ligando (CM-papaina), en la Figura
2.4, se muestra las formas en que se realiza el acoplamiento del ligando.

La afinidad (K.) por la sustancia a purificar debe encontrarse dentro de los rangos 10*-108
M™ (es decir una Kq en el rango de 10“-10® M). Si la K, es menor de 10* se desorbera de la
matriz en forma inespecifica, si es mayor de 10® sera muy dificil desorberla.

El complejo CM-papaina—cistatina a un pH de 7.4 y 25 °C, presenta una constante de
afinidad (K,) de 2x10° M (es decir una constate de disociacion (Kg) de 5x10™° M [31]), lo cual
indica una alta afinidad. Sin embargo, en condiciones de pH= 11.3 el complejo es disociado con
facilidad.

NH 3
-
0 < NH L
Derivado d. isourea
OH
Q
\(' = N— L

Soporte activado + HN-L — 0/
5 Imidocarbonato sustituido

Ny O NH — L
O0—cC—NH—1L
[l

Carbonato N-sustituido

Figura 2.4 Inmovilizacion del ligando (L).
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En la Figura 2.5 se muestra el esquema de inmovilizacion de CM-papaina sobre la sefarosa
4B. Se recomienda mezclar alrededor de 5 a 10 mg de proteina por gramo de gel y de 1 a 10
umol por gramo de gel para ligandos de bajo peso molecular (Especificacion: Pharmacia
Biotech).

Lavados por filtracion (HCI 1mM).
» Mezclado.
Solucién acoplante (CM-papaina).
P ( papaina) \ 4 Solucion de filtrado, medir
Filtrado. |« absorbancia (280 nm)
l (proteinas no ligadas).

Lavado del exceso de ligando:
NaHCO; 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3.

A\ 4
Tres ciclos de lavado por filtracion:

a) Acetatos 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 4.0.
b) Tris HCI 0.1 M, pH 8.0.

Bloqueo de grupos activos remanentes:
Tris HCI 0.1 M, pH 8.0).

A

A\ 4
Estabilizacion del gel con un lavado por filtracion: .| Proteina inmovilizada:
fosfatos 50 mM, NaCl 0.5 M, brij 35 1.0 %, pH 6.5. sefarosa-CM-papaina

Figura 2.5 Inmovilizacion de CM-papaina.

En un matraz Erlemeyer de 25 mL, se mezcld el gel con la solucién acoplante que contiene el
ligando, agitando el matraz mediante rotacion por una hora a temperatura ambiente. Una vez
pasado este tiempo la mezcla fue filtrada. Para verificar que la proteina fue ligada se tomo
lectura de absorbancia del filtrado a 280 nm y se comparo esta con la absorbancia de la solucion
acoplante, para ello se empleo A 1 cm = 25 (Especificacion: SIGMA) correspondiente a
papaina.

El ligando en exceso (no ligado de forma covalente) adherido en la superficie del gel fue
eliminado, para ello el gel se resuspendio en 17 mL de amortiguador NaHCO3; 0.1 M, NaCl
0.5 M, pH 8.3 y se filtrd. Con la finalidad de bloquear los grupos activos remanentes, el gel fue
resuspendido en 8 mL de tris-HCI 0.1 M, pH 8.0, por 2 horas con ligera agitacion por rotacion,
pasado este tiempo fue filtrado.
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El producto (gel de sefarosa-CM-papaina) fue sometido a tres ciclos de lavado por filtracion,
alternado el pH de 8.0 a 4.0. Para cada ciclo se empleo un lavado con 8 mL de amortiguador
acetatos 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 4.0, seguida por un lavado de amortiguador tris-HCI 0.1 M,
NaCl 0.5 M, pH 8.0. Finalmente se equilibro el gel de sefarosa-CM-papaina, mediante un
lavado por filtracion con 8 mL de fosfato 50 mM, NaCl 0.5 M, brij 35 1.0 %, pH 6.5.

2.4 PREPARACION DE CLARA DE HUEVO.

Los huevos de aves son una importante fuente de nutrientes, todos contienen proteinas,
lipidos, vitaminas, minerales y factores de crecimiento requeridos en el desarrollo embrionario,
asi como de numerosos factores de defensa que protegen al huevo contra infecciones bacteriales
y virales. En la Tabla 2.1, se resume como esta constituido un huevo de pollo.

Tabla 2.1 Composicidn del huevo de pollo.

HUEVO DE POLLO
COMPOSICION | % (w/w) CONTENIDO % (wiw)
A
gua 75
Cascaron 9.5 Proteinas
12
Clara 6 Albumen 63 -
Lipid
ipidos 12
Yema 21.5 Carbohidratos y 1
Minerales

Datos tomados de Kovacs-Nolan et al. [18].

La clara de huevo de pollo esta constituida de proteinas (9.7-10.6 %), lipidos (0.03 %) y
carbohidratos (0.4-0.9 %) [18]. Las proteinas contenidas en mayor cantidad en la clara de huevo
son ovalbumina, ovotransferrina (conalbumina) y ovomucoide. En menor proporcion
ovomusina, lisozima, avidina, cistatina, ovoinhibidor y ovomacroglobulina (ovostatina) [18]. La
solubilidad de estas proteinas es afectada principalmente por factores como son: la composicion
de aminodcidos, estructura de proteina (nativa o desnaturalizada) y factores del medio como
son: pH, temperatura, presion, tipo y contenido de sales y concentracion de proteinas. Las
proteinas en su punto isoeléctrico (pl) presentan una solubilidad minima. Las interacciones
proteina—proteina aumentan en su pl debido a que las fuerzas electrostaticas entre las proteinas y
las moléculas de agua son minimas. Esto es una condicion favorable para la aproximacion y
agregacion de moléculas de proteinas permitiendo su precipitacion [32].
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Las propiedades fisicoquimicas de proteinas presentes en mayor cantidad en la clara de
huevo y de la cistatina, se resumen en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Propiedades fisicoquimicas de proteinas presentes en la clara de huevo.

Proteina Albumen® pl? Peso molecular’ | T
(% peso seco) (Da) (°C)
Ovalbumina 54.0 4.5 44500 84.0
Conalbumina 6 12.0 6.0y 6.6 60000 — 95000 61.0
Ovostrasferrina
Ovomucoide 11.0 3.9-43 26100 — 28300 77.0
Ovomucina 35 45-5.0 5500-8300 | -----
Lisozima 34 10.7 14300-14600 75.0
Globulina G, 4.0 55 30000 92,5
Globulina G; 4.0 5.8 45000 | -----
Cistatina 0.05° 55°y 6.5° 13000° >115*

pl, punto Isoeléctrico; Ty, Temperatura de desnaturalizacion; ' Kovacs-Nolan et al. [18],
2 Carraro [33], ® Saxena and Tayyab [19], * Zerovnik et al. [34].

Ferreira et al. [32] evaluaron la influencia del pH y la concentracion salina sobre la
solubilidad y densidad de las proteinas de la clara de huevo para tres tipos de sales (NaCl,
Na,SO, y (NH4).SO,) a temperatura ambiente. La mas baja solubilidad se da a condiciones de
pH 3.0 y una concentracion salina de NaCl de 0.05 M.

Con la finalidad de enriquecer la fuente de la proteina de interés, se efectud el siguiente
tratamiento de la clara de huevo (Figura 2.6).

La clara fue separada del huevo de pollo y se homogeneiz6. Este proceso se efectud
colocando 63 mL de clara (dos claras) en un vaso de precipitado de 200 mL, la clara fue batida
por 5 min, y sonicada por 10 min en bafio de hielo y agitacion constante. Una vez que se
homogeneizo la clara de huevo, se efectio la precipitacion selectiva de las proteinas que
constituyen el albumen, es decir, se procedid a insolubilizar las proteinas que se encuentran en
la clara de huevo mediante el efecto causado por el pH y la concentracién salina (NaCl).
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Homogeneizacion de la clara
de huevo: batidor (5 min),

Clara de huevo. Dilucion de clara 1:1

\4

\ 4

0
sonicacion (10 min). NaCl 0.25 %.
- -7 "
Sobrenadante A < Centrlfugacmn._ : Ajuste a pH 3.0.
ajuste a pH 4.5. 10000 rpm, 30 min.
\ 4
Proteinas precipitadas.
\ 4
Centrifugacion: .| Proteinas
10000 rpm, 30 min. "| precipitadas.
A
Sobrenadante B »  Centrifugacion: ,  Proteinas
ajuste a pH 6.0. 10000 rpm, 30 min. precipitadas.

\ 4
Clara de huevo
con tratamiento.

Figura 2.6 Tratamiento de clara de huevo.

La clara de huevo que se homogeneiz6 fue diluida con 63 mL de solucion de NaCl 0.25 %
(0.042 M), y se ajustd el pH a 3.0 con solucién de HCI 2 M. Una vez ajustado el pH se mantuvo
en agitacion constante por 1 h a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo las proteinas
precipitadas en este medio acido fueron removidas, centrifugando a 10000 rpm por 30 min. Una
vez efectuada esta operacion, el sobrenadante fue separado por decantacion, el precipitado fue
desechado. Al sobrenadante colectado en esta etapa le nombre “sobrenadante A”.

El pH del sobrenadante A, se ajustd a pH de 4.5 con solucién de NaOH 2 M, una vez
ajustado el pH se mantuvo en agitacion constante por 1 h a temperatura ambiente. En estas
condiciones se insolubilizan las proteinas ovalbumen y ovomusina, que constituye el 54 % vy
3.5 % respectivamente de las proteinas presentes en la clara de huevo, el valor de pH de 4.5
corresponde al punto isoeléctrico de estas proteinas (Tabla 2.2). Las proteinas precipitadas en
esta etapa fueron removidas, centrifugando a 10000 rpm por 30 min. El sobrenadante colectado

en esta etapa lo nombre “sobrenadante B”.
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El pH del sobrenadante B, se ajusté a pH de 6.0 con solucion de NaOH 2 M, una vez
ajustado el pH se mantuvo en agitacion constante por 1 h a temperatura ambiente pasado este
tiempo se mantuvo en agitacion constante a 4 °C toda la noche. En esta etapa se insolubilizan la
conalbumina y la Globulina Gs, debido a que el pH de 6.0 es muy prdximo a su respectivo punto
isoeléctrico (Tabla 2.2). Las proteinas precipitadas en esta etapa fueron removidas,
centrifugando a 10000 rpm por 30 min. El sobrenadante fue decantado y colectado (en la
continuacion del desarrollo del procedimiento de la purificacion de cistatina, este sobrenadante

lo nombre “clara con tratamiento”).

La concentracion de cistatina en la clara de huevo es de 50 pg/mL (0.05 %) (Tabla 2.2), la
concentracion aproximada de cistatina en la solucién de clara con tratamiento es la siguiente:

(SD ug de cistatina )( ml de clara ) _ 25 ug de cistaina

ml de clara 2 ml de solucion ml de solucion

2.5 ACOPLAMIENTO DE CISTATINA.

La M, de cistatina es 13.147 KDa [20], de S-(carboximetil)-papaina 23.485 KDa y
S-(carboximetil)-caricaina 23.348 KDa (Apéndice I11). La determinacion de proteina ligada al
gel por el método de Lowry muestra que hay 0.6 mg de papaina / g de gel [22].

La S-(carboximetil)-papaina (CM-papaina) que se espera sea ligada al gel es:

0.6 mg de CM—papah’ta) ( 1 mol de C‘M—papahma) _
23485 g de CM—papaima’

(1 g de gel) (

gde gel
25.6 nmol de CM — papaina

La estequiometria molar de interaccion entre CM-papaina—cistatina es 1:1, la cantidad de
cistatina que se espera sea acoplada es:

(25.6 nmol) (13 14?$} = 0.337 mg de cistatina.

El volumen requerido de la solucion de clara es:

0.337 mg de cistatina L. .
(25 Lg de ci_.?tmm) =13.48 mL de solucion de clara con tratamiento.

mi de solucion
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En la Figura 2.7, se presenta el esquema del procedimiento efectuado para acoplar la cistatina
sobre el gel de sefarosa.

Clara de huevo con tratamiento. Sefarosa-CM-papaina

\ 4
Mezcla de gel y proteinas de
clara de huevo.

\ 4
Centrifugacion _| Sobrenadante decantado
1500 rpm, 30 min. "] (solucion de proteinas).

\ 4
Resuspende en fosfatos 50 mM,
brij 35 0.1 %, pH 6.5.

\ 4
Centrifugacion Sobrenadante decantado medir absorbancia
1500 rpm, 30 min. " a 280 nm (proteinas no ligadas).

\ 4
Sefarosa-CM-papaina—cistatina.

FIGURA 2.7 Acoplamiento de la cistatina.

En un matraz Erlemeyer de 25 mL, se mezclo el gel y 15 mL de solucion de clara de huevo
previamente tratada, se agité mediante rotacion (la agitacion con barra de vidrio 0 magnética
podria romper el gel o interferir en el enlace de enzima inmovilizada) a temperatura ambiente
por 2 h, y se dejo toda la noche. Una vez pasado este tiempo la mezcla fue centrifugada a 1500
rpm por 30 min. Estas condiciones de centrifugacion permiten una completa sedimentacion del
gel sin afectar la estabilidad de la proteina inmovilizada y del acoplamiento. Posteriormente se
decant6 la solucion, separando la solucién que contiene las proteinas solubles del gel
precipitado.
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El gel se resuspendié en 8 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM, brij 35 0.1 %, pH 6.5. El
brij 35 al ser un agente surfactante no iénico (es decir, no produce iones en solucién acuosa) se
empled para impedir los enlaces inespecificos, con lo cual se elimino las proteinas adheridas en
la superficie del gel. El gel fue centrifugado a 1500 rpm por 30 min. Estas condiciones de
centrifugacion permiten una completa sedimentacion del gel sin afectar la estabilidad de la
proteina inmovilizada y del acoplamiento.

La resuspension del gel en amortiguador que contiene brij 35 y la correspondiente separacion
del sobrenadante, se efectud cinco veces mas, repeticiones necesarias para que la lectura de
absorbancia a 280 nm del sobrenadante colectado fué casi cero. Lo cual indica la presencia
exclusiva de proteinas acopladas a la S-(carboximetil)-papaina (CM-papaina) inmovilizada, es
decir de inhibidores de esta proteasa.

2.6 DESACOPLAMIENTO DE CISTATINA.

El desacoplamiento de la cistatina (Figura 2.8) se efectu6 en medio alcalino (pH= 11.3), en
estas condiciones el complejo que forma la cistatina con la CM-papaina inmovilizada, es
disociado con facilidad. Con la finalidad de evitar la precipitacién debida a la agregacion de la
proteina se empleo una concentracién de glicerol de 10 %, en la preparacion de los
amortiguadores empleados en esta etapa.

Gel sefarosa-CM-papaina—cistatina.

v

I?esfusper;s(;on &el |9'6I erl1 Centrifugacion: If?esfuspenscl)on '\d/lel |9-6I erl1

osfatos 50 mM, glicero 1500 rpm, 30 min. osfatos 50 mM, glicero
10 %, pH 6.5. 10 %, pH 11.3.

\ 4

\4
Sobrenadante decantado.

\ 4
Centrifugacion:
Gel sefarosa-CM-papaina |« 1500 rpm, 30 min.

\ 4
Sobrenadante:
ajuste a pH 6.5.

Solucién de cistatina. |«

Figura 2.8 Desacoplamiento de cistatina.
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Previo a efectuar el desacoplamiento, el gel (sefarosa-CM-papaina—cistatina) fue
estabilizado, para ello se resuspendié en 8 mL amortiguador de fosfatos 50 mM, 10% de
glicerol, pH 6.5, y se centrifugd a 1500 rpm, 20 min. Con la finalidad de efectuar el
desacoplamiento de cistatina el gel se colocé en un matraz Erlemeyer de 25 mL, y fue
resuspendido en 8 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM, glicerol 10 %, pH 11.3. Después de
5 min, el gel fue centrifugado 1500 rpm por 20 min.

El gel fue separado por decantacion del sobrenadante, inmediatamente después de efectuar
esta operacion el pH del sobrenadante colectado fue ajustado a pH de 6.5 con amortiguador de
formiato 2 M, pH 3.0.

Una vez efectuado el desacoplamiento, el gel (sefarosa-CM-papaina) fue regenerado para
reutilizarse (Figura 2.9). Este gel se sometido a tres ciclos de lavado por filtracion, alternado el
pH de 8.0 a 4.0. Para cada ciclo se empleo un lavado con 8 mL de amortiguador acetatos 0.1 M,
NaCl 0.5 M, pH 4.0, seguida por un lavado de amortiguador tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH
8.0. Finalmente se equilibré el gel de sefarosa-CM-papaina, mediante un lavado por filtracion
con 8 mL de amortiguador fosfato 50 mM, NaCl 0.5 M, brij 35 1.0 %, pH 6.5.

Regeneracion del gel
(sefarosa - CM — papaina).

\4
Tres ciclos de lavado por filtracion:
Acetatos 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 4.0.
Tris HCI 0.1 M, pH 8.0.

\ 4
Estabilizacion del gel con un lavado por filtracion:
Fosfatos 50 mM, NaCl 0.5 M, brij 35 1.0 %, pH 6.5.

\4

Proteina inmovilizada.
(sefarosa-CM-papaina).

Figura 2.9 Regeneracion del gel (sefarosa-CM-papaina).
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3. DETERMINACION FLUORIMETRICA DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION
DEL SISTEMA S-(CARBOXIMETIL)-CARICAINA —CISTATINA.

La constante de disociacion en el equilibrio (k) para la interaccion entre la S-(carboximetil)-

caricaina y la cistatina, fue determinada mediante el método de titulacién fluorimétrica, el cual
se realizo titulando la enzima inactivada (S-(carboximetil)-caricaina) con un exceso de inhibidor
(cistatina).

La S-(carboximetil)-caricaina (CM-caricaina) empleada en la titulacion fluorimétrica, es la
que fue purificada a partir de un extracto de quimopapaina comercial marca SIGMA
(Lote:124F80751) que contiene caricaina (ver Seccion 1) y se utiliz6 cistatina comercial marca
SIGMA (Lote:10K41121).

La solucion purificada y concentrada de CM-caricaina (Ver Seccién 1), se cambio a
amortiguador tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.14 M, EDTA 100 pM, pH 7.4, mediante ultrafiltracion,
posteriormente se concentr6 a 33 uM, obteniendo un volumen de 2.5 mL. La concentracién de
la solucion fue calculada en base a su Al%zgo, 1cm = 16.7 [28], realizando una correccion por
dispersion de luz (Apéndice 111).

La solucion de cistatina se preparo disolviendo 0.6 mg de cistatina (SIGMA Lote:10K41121)
en 0.9 mL de amortiguador tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.14 M, EDTA 100 pM, pH 7.4. La
concentracion obtenida fue de 47 pM. La concentracion de cistatina fue calculada en base a su
A0 1 m = 8.7 [19], realizando una correccién por dispersion de luz (Apéndice I11).

Los cambios de intensidad de emision de fluorescencia que acompafian la interaccién de las
proteinas en la titulacion se monitorearon con la finalidad de determinar la afinidad de las
proteinas, los valores registrados de intensidad de emision de fluorescencia, fueron evaluados en
la ecuacion teorica 3.2 (la deduccion de esta ecuacion es presentada en el Apéndice II).

La deduccion de la ecuacion 3.2, se realizo partiendo de la expresion fundamental de la
constante de equilibrio para una reaccion bimolecular proteina-ligando (CM-caricaina y
cistatina), con estequiometria equimolar (Ecuacion 3.1).

Ecuacién 3.1 Reaccion en el equilibrio del sistema CM-caricaina—cistatina.

P+ 1= PI

Donde: P, CM-caricaina (proteasa); I, cistatina (inhibidor de proteasa);

P1, complejo (CM-caricaina—cistatina).
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[P]l1]

La contante de disociacion en el equilibrio (k) se expresa como: k; = o =
a

Donde: [P] es la concentracion de CM-caricaina en el equilibrio, [I] es la concentracion de
cistatina en el equilibrio y [PI] es la concentracion del complejo (CM-caricaina—cistatina) en el

equilibrio, k, es la constante de asociacion en el equilibrio.

Para la derivacion de la ecuacion 3.2, se partié de dos consideraciones, la primera es que el
cambio de la cantidad fisica medida (emision de fluorescencia) es proporcional a la cantidad del
complejo proteina-ligando formado y la segunda que todos los sitios de unidn son equivalentes
e independientes.

Ecuacién 3.2 La deduccidn de esta expresion es presentada en el Apéndice Il.
(6+()+@)- o+ @+ @) -+@)

Donde: F,, es la fluorescencia de la mezcla en la celda de titulacion, Fp_ es la

1,:PF.TJF;[T—FL,H B
PT

k| B

fluorescencia de CM-caricaina total en la celda de titulacion, Fy es la fluorescencia de
cistatina total en la celda de titulacion, k4 es la constante de disociacion en el equilibrio
(tiene unidades de uM), B es la concentracion de CM-caricaina total (contenida en la
celda de titulacion), It es la concentracion de cistatina total (contenida en la celda de

titulacion), a es una constante que indica el valor maximo de ¥. En esta expresion la variable

I ) . .
independiente es: P—T . Las variables obtenidas experimentalmente son: Fp._, Fi_y F;. Los
T

parametros a estimar son ks y a. En el Apéndice All explico como se utilizd el modelo para
estimar las constantes k; y @&, mediante un ajuste no lineal empleando la herramienta Microsoft

Office Excel Solver, el cual utiliza el codigo de optimizacion no lineal.

La titulacién fluorimétrica se realizé adicionando volimenes sucesivos de 5 pL de cistatina
47 uM, a un volumen de 2 mL de CM-caricaina 1 pM, contenidos en una celda de 1 cm. Esta
operacion se realizo hasta obtener un exceso molar de 2.59 veces de cistatina sobre la CM-
caricaina. Las concentraciones de proteina sola en la celda de titulacion (es decir, sin ser
mezcladas) I; (concentracion de CM-caricaina total) y P (concentracion de cistatina total)

requeridas en el modelo matematico expresado en la ecuacion 3.2, se calcularon a partir de la
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variacion de las concentraciones de las proteinas contenidas en la celda de titulacion (Tabla 3.1),
considerando los cambios del volumen de la celda durante el proceso de titulacion.

Tabla 3.1 Concentraciones de las protreinas contenidas en la celda de titulacion.

No. ad. V‘(’r'ﬁf)e" I/ Pr (o) | Br (M) |1, (nmol) | Ir (uM)
0 2 0.00 1.000 0 0.00
1 2.005 0.12 0.998 0.24 0.12
2 2.010 0.24 0.995 0.47 0.23
3 2.015 0.35 0.993 0.71 0.35
4 2.020 0.47 0.990 0.94 0.47
5 2.025 0.59 0.988 1.18 0.58
6 2.030 0.71 0.985 1.41 0.69
7 2.035 0.82 0.983 1.65 0.81
8 2.040 0.94 0.980 1.88 0.92
9 2.045 1.06 0.978 2.12 1.03
10 2.050 1.18 0.976 2.35 1.15
11 2.055 1.29 0.973 2.59 1.26
12 2.060 1.41 0.971 2.82 1.37
13 2.065 1.53 0.969 3.06 1.48
14 2.070 1.65 0.966 3.29 1.59
15 2.075 1.76 0.964 3.53 1.70
16 2.080 1.88 0.962 3.76 1.81
17 2.085 2.00 0.959 4.00 1.92
18 2.090 2.12 0.957 4.23 2.02
19 2.095 2.23 0.955 4.47 2.13
20 2.100 2.35 0.952 470 2.24
21 2.105 2.47 0.950 494 2.34
22 2.110 2.59 0.948 5.17 2.45

Donde: No. ad., Numero de adicion; Vol. Cel., variacion del volumen en la celda de celda de
titulacion; It / P, relacién entre cistatina y CM-caricaina contenida en la celda de titulacion; Pr,

concentracion de CM-caricaina total contenida en la celda de titulacion; I, cistatina contenida en la
celda de titulacion; I+ concentracion de cistatina total contenida en la celda de titulacion.

Las proteinas absorben luz y emiten radiacién en el rango ultra violeta (UV) del espectro
electromagnético. La absorbancia es causada por los grupos peptidicos, aminoacidos aromaticos
y enlaces disulfuro. La emision de fluorescencia se origina de los aminoacidos aromaticos. Los
cambios espectrales de una molécula de proteina dependen del entorno molecular y de la
movilidad de sus cromoforos. En la Tabla 3.2 se resume las regiones en las que los cromoéforos
de las proteinas absorben en el UV.



Tabla 3.2 Absorcion en el UV de proteinas.

Longitud de onda (1) ,
OBSERVACION
(nm).
<230 Los enlaces peptidicos de una proteina absorben con gran intensidad.
[230, 300] La absorcidn es determinada por los residuos de aminoacidos
' aromaticos (Tabla 3.3) presentes en la cadena polipeptidica.
250 Los enlaces disulfuro presentan un pico de absorbancia.
>310 Los residuos de aminoacidos aromaticos no absorben.

Datos obtenidos de Creighton [35].

Tabla 3.3 Propiedades de absorbancia y fluorescencia de los aminoacidos aromaticos.

Absorbancia

Fluorescencia

Componente A ms (NM).  Emax (M cm™). Amax (NM).  @p

Triptofano 280 5600 348 0.20
Tirosina 274 1400 303 0.14
Fenilalanina 257 200 282 0.04

Donde: A g, longitud de onda maxima; qbf, rendimiento cuantico;

£, coeficiente de extincion. (Creighton [35]).

Los tres aminoacido presentados en la Tabla 3.3, contribuyen en la absorbancia de una
proteina en diferente magnitud, la absorcion molar de fenilalanina (A max = 257 nm) es mas
pequefia en orden de magnitud comparada con la de triptéfano y tirosina. Por lo tanto el espectro
de absorcion de una proteina esta determinado por los residuos de aminoacido tirosina y

triptéfano [35].
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Los parametros experimentales del ensayo se fijaron de acuerdo al procedimiento realizado

por Lindahl et al. [23]. La mayor magnitud en la contribucidn de la absorbancia de una proteina
la presenta los residuos de triptofano presentes en la estructura de la proteina, la absorcién molar
de triptéfano es maxima a 280 nm. Por lo tanto la longitud de onda de excitacion (A gxcitacion) S€

fij6 a 280 nm.
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Para fijar la longitud de onda de emision (A emisin) del ensayo, se procedié a realizar un
barrido del espectro de emision en el rango de 300 a 400 nm, de las proteinas libres (CM-
caricaina y cistatina) y del complejo (CM-caricaina—cistatina). La longitud de onda a la cual
presenta un maximo el espectro de la combinacion (Fp_+ F;_- F;) fue fijada como la longitud

de onda de emision (A gmisisn) de la titulacion fluorimétrica. Con el objetivo de obtener los
espectros de emision de fluorescencia de las proteinas solas y del complejo, se prepararon las
siguientes soluciones de proteina en amortiguador tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.14 M, EDTA 100
MM, pH 7.4: CM-caricaina 1 pM, cistatina 1.2 uM y para garantizar la formacion del complejo
se coloco un exceso molar de 1.2 veces de cistatina sobre la CM-caricaina. El espectro
correspondiente a cada solucién de proteina se obtuvo aplicando una excitacion a 280 nm (A
Excitacion) @ 2 ML de solucién contenidos en una celda de 1 cm de paso éptico y fue medido de
300 a 400 nm, los estudios se realizaron a 25 °C y se emple6 un Espectrofluérometro 1SS
modelo K2 (Urbana, USA).

Como un andlisis alternativo previo a realizar la titulacién fluorimétrica, se realizd una curva
de calibracién de fluorescencia para la cistatina y la CM-caricaina (Apéndice I). Este analisis
indicd un comportamiento lineal de la respuesta de fluorescencia de las muestras en rango de
concentraciones de operacion del experimento.

El modelo matematico expresado en la ecuacion 3.2 requiere de los valores experimentales
de Fp_ (fluorescencia de CM-caricaina total, contenida en la celda de titulacion), Fy
(fluorescencia de cistatina total, contenida en la celda de titulacion) y F,, (la fluorescencia de la

mezcla, contenida en la celda de titulacion). La medicion de estas variables se realiz6 en dos
celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico, a una temperatura de 25 °C y efectuandose el mismo
dia de manera consecutiva.

Las variables experimentalesF, y Fg, se obtuvieron monitoreando la titulacion
fluorimétrica con solucion de cistatina. Los valores de Fy_ fueron calculados realizando el ajuste

correspondiente por efectos de dilucion. Los valores de intensidad de emision de fluorescencia
de la CM-caricaina (Fp,), se obtuvieron efectuando un ajuste por efecto de dilucion del valor

registrado al inicio de la titulacion (un volumen de 2 mL de CM-caricaina 1 UM, contenidos en
una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico), el cual corresponde a la intensidad de emision de
fluorescencia de la CM-caricaina 1 uM. La concentracion de CM-caricaina en el proceso de
titulacion, variade 1 a 0.94 uM (Tabla 3.1).
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Para los valores de intensidad de emision de fluorescencia de la cistatina ( Fy ) se hizo una

curva de calibracién en el rango de operacion (Tabla 3.1), utilizando seis o siete puntos para
cubrir una concentracion de 0 a 2.45 uM. La curva se obtuvo registrando los valores de
intensidad de emisién de fluorescencia de la titulacion de un volumen de 2 mL de amortiguador
tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.14 M, EDTA 100 puM, pH 7.4 (contenidos en una celda de cuarzo de 1
cm de paso Optico), con volimenes sucesivos de 5 pL de cistatina 47 uM, hasta obtener una
concentracion de cistatina 2.45 uM. Los valores de intensidad de emision de fluorescencia de la
mezcla (F,;), se obtuvieron registrando la intensidad de emision de fluorescencia de la titulacion

fluorimétrica, la cual se realiz6 adicionando volumenes sucesivos de 5 pL de cistatina 47 uM,
a un volumen de 2 mL de CM-caricaina 1 uM (contenidos en una celda de cuarzo de 1 cm de
paso Optico) hasta obtener un exceso molar de 2.59 veces de cistatina sobre la CM-caricaina.

4. RESULTADOS

Respecto a la purificacion de cistatina, se obtuvieron cuatro lotes de 8 mL aproximadamente,
los cuales fueron mezclados. Esta solucidn de cistatina se encuentra en amortiguador de fosfatos
50 mM, glicerol 10 %. La concentracion de glicerol y sales presentes fueron reducidas a menos
del 0.1% de su valor original mediante ultrafiltracion empleando agua desionizada.
Posteriormente, la solucion de cistatina se llevd a una concentracion de 1.06 mg/mL,
determinada mediante: Al%zgo, 1em = 8.7 [19], el volumen obtenido fue de aproximadamente 1
mL. Este calculo se realiz6 considerando que la solucion solo contiene cistatina.

Se analizd la pureza mediante SDS-PAGE (SDS - Polyacrilamide Gel Electroforesis),
empleando un equipo de electroforesis BIO-RAD, la metodologia efectuada se realizd de
acuerdo a las especificaciones del proveedor. El resultado muestra la presencia de dos proteinas
(Figura no mostrada), las cuales presentan una masa molecular aproximada de 40 KDa y 14
KDa. Debido a que la preparacion no es pura, no se uso para los experimentos de titulacion.

Mediante la misma técnica de anéalisis SDS-PAGE, Anastasi et al. (1983) [22] reportaron un
peso molecular aparente de 14.4 KDa para las dos formas moleculares de cistatina de clara de
huevo de pollo. Trziszka et al. (2004) [16] reportaron la presencia de dos inhibidores de papaina
con masa molecular de 40 KDa y 13 KDa que se encuentran la clara de huevo, el inhibidor
pequefio es cuatro veces mas activo que el grande.
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Los espectros de intensidad de emision de fluorescencia en el rango de 300 a 400 nm de las
proteinas solas (cistatina y CM-caricaina) y del complejo (CM-caricaina—cistatina), aplicando
una excitacion a 280 nm (A excitacisn) @ 25 °C, son presentados en la Figura 4.1. Estos espectros
fueron corregidos restando la fluorescencia del amortiguador, esto se realizd con la finalidad de
reducir los efectos del entorno y tener la seguridad de que la respuesta de intensidad de emisién
de fluorescencia sea exclusivamente de las proteinas de interes.

El grafico presentado en la Figura 4.1 fue normalizado respecto al valor de intensidad de
emision de fluorescencia de la CM-caricaina (2032848.8), el cual fue el valor maximo

registrado. El experimento se realizd empleando un

espectrofluorémetro 1SS modelo K2. Las

soluciones de proteinas solas (CM-caricaina 1 uM vy cistatina 1.2 uM) y la del complejo (CM-
caricaina—cistatina) fueron preparadas en amortiguador tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.14 M, EDTA

100 uM, pH 7.4.
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Figura 4.1. Espectro de emisién de fluorescencia
de emision de fluorescencia de CM-caricaina;

corregido y normalizado; Donde: Fp, espectro
FI, espectro de emision de fluorescencia de

cistatina; Fm, espectro de emision de fluorescencia de la mezcla; (FI + Fp) es el espectro de la
sumade Fl yFp; (FI + Fp - Fm) es el espectro de la combinacion de Fp, Fl'y Fm.
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En la Tabla 4.1, se presentan los valores maximos registrados en los espectros de emision de
florescencia de la Figura 4.1.

Tabla 4.1 Longitud de onda de maxima intensidad de emision de fluorescencia (A maxima)-

Espectros de emision de las especies: A maxima (NM).
Cistatina. 338
CM-caricaina. 342
mezcla (CM-caricaina—cistatina) 339
suma de los espectros Fpy F 342
combinacion (Fp+F-Fp) 351

En los resultados reportados de la Tabla 4.1, se aprecia que existe un corrimiento en el valor
de la A maxima registrada en el espectro de la mezcla (CM-caricaina—cistatina) hacia el UV
cercano (es decir hacia longitudes de onda menores), con respecto a la A maxima registrada en el
espectro correspondiente a CM-caricaina y diferente a la A wmaxima registrada en el espectro
calculado a partir de la suma de los espectros correspondientes a cistatina y CM-caricaina. Por
lo tanto, esta es la prueba experimental de la formacion del complejo CM-caricaina—cistatina,
resultado de los cambios espectrales que acompafian la interaccion entre CM-caricaina y
cistatina. Se encuentran reportados resultados similares en el estudio de los sistemas
papaina—cistatina [23], quimopapaina A—cistatina, actinidina—cistatina y ficina—cistatina [36].

El espectro que resulta de la combinacion de (Fp + F, - F,;) presento un maximo a 351 nm.

Por lo tanto, la longitud de onda de emision de fluorescencia (A emisisn) que se fijo para efectuar
la titulacion fluorimétrica fue de 351 nm.

Una vez que se fijo la longitud de onda de excitacion (A excitacion = 280 nm) y de emision
(A emisien = 351 nm) de fluorescencia, se realizaron tres experimentos de titulacion fluorimetrica,
en cada ensayo se prepard una curva de calibracion de cistatina con un rango de concentracion
de 0 a2.45 uM. En las Figuras 4.2 a 4.7 se muestran los resultados de los experimentos.

Las curvas de calibracion de cistatina (Figuras: 4.2, 4.4, 4.6) se efectuaron graficando la
respuesta de intensidad de fluorescencia con respecto a la concentracion de cistatina en el rango
de 0 a2.45 pM.
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Las curvas que describen el comportamiento de la fluorescencia de la mezcla al efectuar la
titulacion (Figuras: 4.3, 4.5, 4.7) se obtuvieron graficando la respuesta de intensidad de
fluorescencia con respecto a la relacion entre cistatina total (inhibidor total) y CM-caricaina total
(proteasa total) contenida en la celda de titulacion (I / Py).

Los graficos presentados se realizaron normalizando la curva con respecto al valor registrado
de méxima intensidad de fluorescencia en el mismo dia que se efectuaron los experimentos.
En la curva de calibracion de cistatina correspondiente a cada experimento se presenta en linea
continua el ajuste lineal efectuado por la herramienta de grafica del programa Microsoft Office
Excel. En la Tabla 4.2 presento los resultados del ajuste lineal realizado con el programa NCSS
6.0.

Los gréaficos del primer experimento (Figura 4.2 y 4.3), fueron normalizados respecto al valor
méaximo de intensidad de emision de fluorescencia registrado para la CM-caricaina
(2218670.54).
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Figura 4.2 Curva de calibracion de cistatina (Experimento 1).
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Fluorescencia de la Mezcla (Experimento 1).
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Figura 4.3 Curva de titulacion fluorimétrica (Experimento 1).

Para los graficos del segundo experimento (Figura 4.4 y 4.5), se normalizaron respecto al
valor maximo de intensidad de emision de fluorescencia registrado para la CM-caricaina
(2228959.44).
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Figura 4.4 Curva de calibracion de cistatina (Experimento 2).
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Figura 4.5 Curva de titulacion fluorimétrica (Experimento 2).

Los graficos del tercer experimento (Figura 4.6 y 4.7), fueron normalizados respecto al valor
méaximo de intensidad de emisién de fluorescencia registrado para la CM-caricaina
(2164296.81).

Curvade Cistatina (Experimento 3).
s 0251
S
&
o 0.20 4
(%]
®d
o 3T
S 8 015+
L3
S E
< 5 0.10 1
gz y =0.089x +0.0028
[ R® = 0.9994
c 0.5 A
g
£
0.00 . . . . .
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500
Concentracién (uM).

Figura 4.6 Curva de calibracién de cistatina (Experimento 3).
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Figura 4.7 Curva de titulacién fluorimétrica (Experimento 3).
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Tabla 4.2 Resultados del ajuste lineal de las curvas de calibracion de cistatina del programa NCSS 6.0.

Pardmetro | Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3
Intercepcion 0.0027 0.0018 0.0028
Pendiente 0.0959 0.0960 0.0890
R’ 0.9992 0.9996 0.9993
Correlacion 0.9996 0.9998 0.9997

Una vez obtenidos los valores experimentales de la intensidad de emision de fluorescencia de
la CM-caricaina total contenida en la celda de titulacion (Fy_), de la intensidad de emision de

fluorescencia de cistatina total contenida en la celda de titulacion ( Fy ) y de la intensidad de

emision de fluorescencia de la mezcla en la celda de titulacién (F,,). Se procedio a evaluar estos

resultados en el modelo matematico expresado en la ecuacion (3.2), obteniendo el grafico de la
funcién ¥ con respecto a la relacion entre cistatina total y CM-caricaina total contenida en la

celda de titulacion (I / By).
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En las Figuras 4.8, 4.9 y 4.10 se muestran las curvas correspondientes a cada experimento.

Titulacion Fluorimétrica (Experimento 1).
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Figura 4.8 Grafico de titulacion fluorimétrica (Experimento 1).
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Figura 4.9 Grafico de titulacion fluorimétrica (Experimento 2).



43

Titulacién Fluorimétrica (Experimento 3).
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Figura 4.10 Grafico de titulacién fluorimétrica (Experimento 3).

Una vez evaluados los resultados experimentales se procedio a estimar los parametros a y
Kg, de la ecuacion 3.2 (a es una constante que indica el valor maximo de ¥, y Ky, es la constante

de disociacion en el equilibrio). Para lograr este objetivo se realizd un ajuste no lineal
empleando la herramienta Microsoft Office Excel Solver.

En la Tabla 4.3, presento los resultados obtenidos del ajuste no lineal y en la Figura 4.8, 4.9 y
4.10, se muestra en linea continua el grafico correspondiente a la regresion no lineal.

Tabla 4.3 Constantes de la Ecuacidn 3.2 calculadas, resultado del ajuste no lineal.

Donde: a es la maxima intensidad de fluorescencia calculada al evaluar

el modelo empleado en la titulacién, Ky es la constante de disociacion calculada.

a + error Kg (UM) +error
0.7587 0.0279 1.9524 0.1452
0.6773 0.0055 1.8686 0.0313
0.6459 0.0404 1.7879 0.2337
0.6939 0.0246 1.8696 0.1368
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La estadistica descriptiva de los resultados experimentales es la siguiente (Tabla 4.4):

Tabla 4.4 Resultados.

Parametro kg (uM) a
Promedio 1.87 0.69
Error tipico 0.047 0.033
Desviacion estandar 0.082 0.06
Varianza de la muestra 0.006 0.003
Nivel de confianza (95 %) 0.204 0.14

Por lo tanto, la contante de disociacion ( ks ) calculada para el sistema
CM-caricaina-cistatina es de (1.87 = 0.2) uM con un nivel de confianza del 95 %.

5. DISCUSION

La cistatina aislada a partir de clara de huevo es una mezcla de las formas no fosforilada y
fosforilada. En condiciones alcalinas el grupo Pser que se encuentra presente en péptidos y
proteinas, es hidrolizado mediante B-eliminacion del grupo fosfato. En el huevo la forma 2 de la
cistatina puede ser desfosforilada especialmente por la accion de fosfatasas alcalinas, el pH de la
clara de huevo aumenta a 9.5 en el periodo de almacenaje [21].

El desacoplamineto de la cistatina del gel de sefarosa-CM-papaina fue realizado en medio
alcalino (pH 11.3) con la finalidad de no alterar la estabilidad de la cistatina, inmediatamente se
ajusté a pH 6.5 (pl de la Forma 1).

Una de las etapas del proceso de purificacion de cistatina a partir de clara de huevo es la
cromatografia de afinidad, es una técnica selectiva y especifica. Como ya se confirmo la
presencia de dos inhibidores de cisteinproteasas es interesante conocer su eficiencia, la cual se
puede obtener de estudios ya publicados (Tabla 5.1).



Tabla 5.1 Eficiencia de cromatografia de afinidad.

Referencia Proteina (mg) | Cistatina (mg) | % eficiencia
Barret [29]. 80 34 42.5
Anastassi et al. [22]. 83 38 45.3
Trziszka et al. [16]. 40 15 375"
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! Este valor solo nos sirve de referencia el valor obtenido no es comparable.

Con el resultado que obtuve se confirma la presencia de dos cistatinas en la clara de huevo,
una de ellas es la cistatina la cual se ha reportado en publicaciones anteriores y la otra de mayor
tamafo molecular, reportada en un estudio del desarrollo embrionario de huevo de pollo la cual
no se encuentra caracterizada. Es evidente que la impureza no reportada por Barret [29],
Anastassi et al. [22] y publicaciones posteriores a estas, sea esta proteina inhibidora de
cisteinproteasas de peso molecular de 40 kDa.

La siguiente etapa de purificacion de cistatina puede ser efectuada por filtracion en gel, la
cual es una clase de cromatografia sélido—liquido que permite la separacion de moléculas en
base a su tamafio. Existen preparaciones comerciales que se emplean en esta técnica tales como
sephadex, sefarosa y biogel. Para continuar con la purificacion de la mezcla de cistatinas
obtenida se podria realizar empleando Bio-Gel P-60 o Bio-Gel P-100 (Bio-Rad Laboratories) los
cuales tienen un limite de exclusion nominal de 3 a 60 kDa y 5 a 100 kDa respectivamente,
ambos son empleados en la purificacion de proteinas y polipéptidos. Sin embargo se obtuvo un
volumen muy pequefio de la mezcla y al momento de realizar la concentracion de las fracciones
purificadas la perdida de las proteinas seria casi total. Se requiere contar con mayor cantidad de
mezcla de cistatina para continuar con la purificacién.

La estructura cristalina de la cistatina de clara de huevo, se ha determinado mediante
cristalografia de Rayos X; refinada a una resolucion de 2.0 A [37]. La molécula consiste
principalmente de una estructura recta de alfa hélice de cinco giros, cinco estructuras cortas de
hebras B plegadas antiparalelas y un segmento de o hélice. Los experimentos de simulacion
molecular de acoplamiento (docking) efectuados por Bode et al. [37] sugieren un modelo Unico
para la inhibicidén de papaina con cistatina, el segmento N-terminal de la cistatina es dirigido
hacia la hendidura donde se encuentra el sitio activo de la proteasa, pero una inapropiada
conformacién y la distancia impiden sea atacado por el sitio reactivo Cys25 (Figura 1.5).
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El campo electrostatico negativo del borde formado por la regién GIn53-Lys59 de la
estructura de la cistatina es determinado principalmente por grupos ionizables (grupos carbonilo
expuestos al solvente) y de estructuras peptidicas en el que se encuentra inmerso. Las paredes de
la hendidura del sitio activo (Cys25) de la papaina (localizado entre los subsitios S1 y S2), se
encuentran formadas principalmente por los residuos 64 a 67 y 156 a 159, los cuales forman un
forman un campo electrostatico positivo [37]. Por lo tanto, la interaccion electrostatica entre
papaina y cistatina es favorecida.

La formacién del complejo cisteinproteasa inhibidor también es formado con cisteinproteasas
teniendo su grupo reactivo (Cys25) modificado de manera quimica. La inactivacion de
cisteinproteasas se puede efectuar fijando un grupo —metiltiol, —carbometil, —carboximetil,
—N-etil-succinimidil, —N-n-butil-succinimidil, —N-(3-carboxipropil)succinimidil, entre otros.
Permitiendo la formacién de derivados estables que permanecen intactos durante los estudios de
la proteina.

Las cistatinas al interaccionar con cisteinproteasas pueden enlazar de dos maneras distintas el
sitio activo: Con enzimas nativas, el acoplamiento del ligando se efectiia como si fuera sustrato,
por medio de la insercién del amino terminal Gly9I-Alal0l en el sitio reactivo (Cys25) y en
enzimas inactivadas, por la atraccion de la region conservada QVVAG (QLVSG en cistatina de
clara de huevo), este segmento entra en contacto con la superficie de los grupos del sitio activo
[37].

La caricaina presenta un 69 % de sus 116 residuos de aminoacidos en comun con papaina y
50 % con actinidina. El alineamiento de la secuencia muestra que el plegamiento en general de
la caricaina es similar al de papaina con la excepcion de un bucle adicional de cuatro residuos
entre los residuos 167 y 168 de papaina. La actinidina tiene un bucle de la misma longitud en
esta region. La diferencia mas notoria entre estas enzimas es la carga de la molécula y su
distribucion [38].

La estructura cristalina de la caricaina fue determinada por Pickersgill et al. [39] (mediante
cristalografia de Rayos X; refinada a una resolucion de 2.6 A) y mostro que la caricaina tiene
una estructura similar a la papaina, pero con la insercion adicional de cuatro residuos de
aminoacido (de manera similar a la actinidina) y con otras diferencias en la conformacion de la
cadena principal resultado de la sustitucion de prolinas. La primera sustitucion de prolinas es la
Pro-102 (en papaina) por una Gly (en caricaina) y la adyacente Tyr-103 (en papaina) por una
Pro, resultado de esto se presenta una diferencia significativa en la conformacion de la
estructura principal. La segunda region de sustitucion se encuentra en el entorno de la Pro-197
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(de caricaina) presentando una diferencia sustancial en la conformacion. Sin embargo la
sustitucion de prolinas no siempre presenta una diferencia en la conformacion, por ejemplo, la
sustitucion de Pro (en caricaina) en residuo Tyr-69 (en papaina). El sitio activo de Cys-25, His-
159 y el adyacente Asp-179 (175 en papaina) se encuentran en posiciones idénticas en caricaina
y papaina. Ademas, Pickersgill et al. [39] resaltaron que la molécula de caricaina es menos
flexible en comparacién a la molécula de papaina a pesar de presentar un numero de contactos
cristalinos similar, lo cual puede estar relacionada con su mayor estabilidad en comparacion a la
papaina.

Rowan et al. [40] citan una constante de inhibicion de caricaina por cistatina de pollo de
73 nM. En la Tabla 5.1 se presenta algunos valores de las constante de disociacion (Kg) de la
interaccion de cistatina con cisteinproteasas carboximetiladas y nativas, el estudio de estos
sistemas fueron efectuados en las mismas condiciones de ensayo por lo tanto son comparables
con los resultados obtenidos.

Tabla 5.1. Constante de disociacion (Kg) de sistemas cisteinproteasa—cistatina.

Enzima Cisteinproteasa nativa | Cisteinproteasa carboximetilada
Kq (M) Kg (M)
Ficina’ 5x10™ < 1x10”
Quimopapaina A° 9x10™" < 1x10°
Papaina® 5x107 5x107°
Actinidina® 5x10” 1.7x10°”
Caricaina 7.3x107 (1.87+£0.2)°

2 Bjoérk and Ylinenjarvi [31]; ° Bjérk and Ylinenjarvi [36].

La constante de disociacion (Kg) calculada a través del desarrollo del trabajo que he presento,
tiene un valor de (1.87 £0.2) uM, lo cual indica que la tiene una constante de afinidad (K,) del
inhibidor por la enzima de 5.4x10°> M™.

Comparando la constante de disociacion (Kg) y la constante de afinidad (Kj) de los sistemas
presentados en la Tabla 5.1, se obtiene el siguiente orden de magnitud de las constantes de la
interaccion de cisteinproteasas con cistatina de clara de huevo de pollo (Tabla 5.1).
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Comparando el sistema S-(carboximetil)-caricaina—cistatina con respecto a los sistemas
presentados en la Tabla 5.1, el sistema S-(carboximetil)-caricaina—cistatina presenta la constante
de disociacion (Ky) de mayor magnitud, es decir, la afinidad de la S-(carboximetil)-caricaina por
cistatina es la mas baja respecto a los sistemas comparados (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Comparando de Kq y K; de los sistemas presentados en la Tabla 5.1

Orden creciente de Ky Cisteinproteasa Orden creciente de K,

Ficina
Quimopapaina A
Papaina
S-(carboximetil)-papaina
Actinidina
Caricaina

S-(carboximetil)-
actinidina

S-(carboximetil)-caricaina

Los valores de la constante de disociacion (kg) de la interaccion de cistatina con caricaina
nativa (Kg = 7.3x10® M) y caricaina carboximetilada (Kq = 1.87x10° M) presentan una
diferencia de dos Ordenes de magnitud aproximadamente, lo cual describe el mismo
comportamiento de los valores de la constante de disociacion (Kg) registrado con otros sistemas
en los que interacciona la cistatina con cisteinproteasas en su forma nativa y carboximetilada.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La contribucion de este trabajo fue conocer la constante de disociacion del sistema
S-(carboximetil)-caricaina—cistatina, comparado el resultado obtenido con el reportado en otros
sistemas ya estudiados, da la pauta a tratar de comprender porque a pesar de la alta similitud que
presentan las proteinas homologas pertenecientes a la familia de la papaina (como lo es la
caricaina, quimopapaina y la papaina) presentan diferente afinidad en la interaccion con la
cistatina de clara de huevo de pollo (inhibidor de cisteinproteasa), siendo el mismo mecanismo
de interaccion en todas las cisteinproteasas. Es evidente que al estar constituida por diferentes
residuos de aminodacidos el entorno circundante del sitio activo (Cis25), es afectado por
interacciones de diferente magnitud. Sin embargo, es interesante tratar de comprender a través
de la obtencion de pardmetros experimentales y la comparacién de las propiedades
fisicoquimicas de la enzima en estudio, que factores estan involucrados en la inhibicion de
cisteinproteasas por la cistatina de clara de huevo. Con la finalidad de complementar el trabajo
que he presentado seria factible realizar el estudio mediante otras técnicas por ejemplo la
titulacion calorimétrica, dicroismo circular e incluso mediante cinética enzimética y comparar
los resultados con el obtenido por medio del desarrollo del trabajo que he presentado.

La importancia de investigar y estudiar este tipo de sistemas (cisteinproteasa—inhibidor)
radica en conocer méas aplicaciones potenciales en medicina, agricultura y biotecnologia, para
ello se han efectuado y se continuan realizando estudios in vivo e in vitro de la formacion de
complejos enzima proteolitica—inhibidor. El firme proposito de estudiar inhibidores de
cisteinproteasas de origén natural y estructura proteica (como las cistatinas) es poder emplearlos
en el tratamiento de enfermedades, es decir como farmacos.
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V. APENDICE |

A) FLUORESCENCIA

La luminescencia es la emisién de la luz, resultado de la interaccion de algin tipo de energia
con una particula (un i6n o molécula). La fotoluminiscencia es un tipo de luminescencia, su
fuente de energia es la radiacion. Una molécula que absorbe radiacion pasa desde el estado
electronico y vibracional fundamental hasta un estado electronico y vibracional excitado.
Cuando esta molécula se encuentra en el nivel vibracional més alto del estado electrénico
excitado pierde su exceso de energia restante de tres maneras:

a) Sin emitir radiacion perdiendo la energia electronica mediante choques o interacciones.
b) Emitiendo un fotdn de luz ultravioleta o visible (fluorescencia).
c) Pasando a un estado triplete metaestable y retornando después de un cierto tiempo al

estado electronico fundamental emitiendo un fotén de luz ultravioleta o visible
(fosforescencia).

Una molécula en estado excitado tiene una vida de 107 a 10 s, el tiempo que tardan las
sustancias fluorescentes en emitir radiacion, es de 10®a 10 s. En el caso de fosforescencia, 10
a 20 s [26]. En la Figura Al.1, se representa un esquema de los niveles de energia que resume

los cambios de energia implicados en el proceso de luminiscencia (absorcion, fluorescencia y
fosforescencia).
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Figura Al.1 Proceso de Luminescencia [26]. Las flechas continuas representan fotones mientras que las
discontinuas representan desactivacion por choques, sin emision de radiacion.»; = Niveles Vibracionales, Sy =
Estado Fundamental Singulete, S; = Primer Estado Excitado Singulete, T, = Primer Estado Excitado Triplete.



54

B) ESPECTROS DE EMISION Y EXITACION

La fluorescencia es una técnica altamente sensitiva y selectiva. Mediante esta técnica se
puede detectar pequefias cantidades de radiacion emitida y amplificarlas de manera confiable,
no todos los compuestos florecen. Sin embargo estos pueden ser marcados con un grupo
fluorescente y entonces ser analizados.

Para una mejor ejecucion de la espectroscopia de fluorescencia se requiere conocer la
longitud de onda que produce la mayor excitacion (A excitacisn), Y 12 longitud de onda de emision
mas intensa (A gmision). Para encontrar la longitud de onda maxima (A maxima), S€ requiere conocer
primero la A excitacion, para ello se explora e identifica la longitud de onda de la radiacion
incidente que produce la mas intensa emision total, una vez fija la A gxcitacien, S€ €5Canea a traves

de las longitudes de onda de emision para encontrar su A maxima [41].
C) INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Debe hacerse resaltar que las especies fluorescentes deben ser expuestas a la radiacion que
promoverad las transiciones electronicas, antes que la fluorescencia pueda registrarse. La
intensidad de fluorescencia ( F¢ ) emitida a una longitud de onda (ecuacion Al.1), depende de la

intensidad de luz absorbida (1) y del rendimiento cuantico ( ¢; ).
Fe= ¢ply Al.l
La intensidad de luz absorbida se puede expresar como la intensidad de luz no transmitida:
L= (L~ L) Al.2
Donde: I, es la intensidad de la luz de incidente; I, , es la intensidad de luz transmitida.

Sustituyendo la ecuacion (Al.2) en (Al.1):

Fe=¢;(I,—1)  Obien:  Fe=¢.0(1-%) Al3

I

Esta transmitancia (I /1), se relaciona con la concentracion mediante la ley de Beer—Lambert:

Iy
A= g= lng(—)
It

Al4
Donde: A, denota la absorbancia; coeficiente de absorcion molar (coeficiente de extincion),

¢ [=] em™M™; concentracion, ¢ [=] M; longitud de trayectoria dptica, 1 [=] cm.
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Arreglando la ecuacion (Al.4) se puede expresar como:

£ s I _
In G—”) = 2.303ecl; 0 bien: I—t — @ 2-303¢cl ALS

t a
Sustituyendo la ecuacion (Al.5), en (Al.3):
FE — qbel}[l _ E—Z.El}ﬂfcl) Al.6

La expresion contenida en paréntesis de la ecuacion (Al.4) puede desarrollarse mediante la
serie:

(2.303ec)®  (2.303ecl)®
N 21 + 3!

1 — e~ 2303l — 35 303¢c]

— .. AlL7

Para concentraciones bajas, siempre que el termind 2.303ecl sea inferior a 0.05 [42], se

puede tomar el termino lineal y despreciar la contribucion de los otros.

Sustituyendo (Al.7) en (AL.6):

Fe= 2303¢Iecl Al.8
Donde: F; = Intensidad de fluorescencia. ¢, = Rendimiento cuantico.
I; = Intensidad de la luz incidente. € = coeficiente de absorcién molar.
1 = longitud de la trayectoria 6ptica. ¢ = Concentracion.

Si se corrige la ecuacion (Al.8) por el factor instrumental ( £ ), la intensidad de fluorescencia

emitida a una longitud de onda ( F; ) se puede expresar como:

Fe= 2.303Z¢,ecl Al9

Donde: Z es una constante de proporcionalidad que depende del instrumento (de la eficiencia
del detector y de la geometria).

Definiendo: k = 2.303Z1I,1 , y sustituyendo esta expresion tenemos:

Fe =2.303Z1l¢,ec = k¢pec Al.10
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D) GRAFICO DE CALIBRACION DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es el tipo de luminescencia mas usado como técnica analitica. Una manera
alternativa previo a un analisis fluorimétrico, para saber el comportamiento de las muestras, es
obtener una curva de calibracion, con la cual es posible identificar el rango en la cual la
respuesta es lineal y la concentracion a la cual es significativo el término cuadréatico [26,42].
Sustituyendo la ecuacion (Al.7) en (Al.6) y arreglando la ecuacion resultante, se obtiene la
ecuacion (Al.11) que expresa la intensidad relativa de fluorescencia respecto a la variacion de la
concentracion.

Fs (2.303ecl)? (2.303ecl)?

= 2.303ecl — +
Zeps1, 2! 3!

Alll

Evaluando los datos presentados de la Tabla Al.1 en la ecuacion (Al.11) la cual describe la
contribucion de los términos lineal, cuadratico y cubico, se obtienen los graficos presentados en
las figuras AlL.l'y ALl en el rango de concentraciones de 0 a 5 uM, para caricaina y cistatina
respectivamente.

El rango de operacién en el que varia de la concentracion de las proteinas debida al cambio
de volumen en la titulaciéon fluorimétrica de CM-caricaina con cistatina es presentada en la
Tabla 3.1y es la siguiente: para CM-caricaina de 1 a 0.94 uM , y para cistatina de 0a 2.45 pM.

Tabla Al.1 Propiedades fisicoquimicas de caricaina y cistatina.

Al%zgo, 1lcm Mr € (M_lcm_l) € (dm3 mg'lcm'l)

Caricaina 16.7 23348° 38960° 1.67

Cistatina 8.7 13147¢ 11438 0.87
2 APENDICE 111, ° Réhault [20], ¢ Saxena and Tayyab [19], ¢ Azarkan et al [26].
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Figura Al.l Curva de calibracion alternativa para el analisis fluorimétrico de caricaina.
Donde: T1 = Termino lineal, T2 = Termino cuadratico, T3 = Termino cubico.
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Figura Al.l Curva de calibracion alternativa para el analisis fluorimétrico de cistatina.
Donde: T1 = Termino lineal, T2 = Termino cuadratico, T3 = Termino cubico.
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En la Tabla Al.2 se presenta la contribucion del termino cuadratico respecto al termino lineal
y del termino cubico respcto al termino lineal, expresada en error relativo (e.r.).

Tabla Al.2 Contribucidn de términos cuadratico y cubico.

Proteina

Concentracio 2.7, e.r.
n (uM) Termino Termino cubico.
cuadratico.
CM- [0.94, 1.00] [0.045, 0.047] [0.0013, 0.0014]
caricaina
Cistatina [0.00, 2.45] [0.000, 0.033] [0.0000, 0.0007]

Donde: error relativo = e. .= (

debe zer

gs—debe zar

).

La contribucion del término cuadratico respecto a la curva de calibracion lineal, no es
significativo en el rango de operacion para ambas proteinas, presentan un error relativo para
CM-caricaina de [0.045, 0.047] y para cistatina de [0.000, 0.033]. Con este analisis previo al
estudio de fluorescencia realizado en este trabajo, se esperaba un comportamiento de la
respuesta de fluorescencia lineal de las proteinas libres presentes en la titulacion fluorimétrica.

La intensidad de fluorescencia es sensible a las condiciones del ensayo tales como la
concentracion, la presencia de impurezas, el pH y la temperatura. Todas estas afectan la
estabilidad del estado excitado y son importantes en la determinacion del punto de equilibrio del
sistema de estudio. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracién de las
especies solo en soluciones diluidas sobre una region sumamente limitada. Las impurezas
pueden extinguir también la fluorescencia. La acidez y la temperatura Optimas para la
estabilidad de las especies fluorescentes, deben encontrase en forma experimental.
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APENDICE I

A) DETERMINACION FLUORIMETRICA DE UNA CONSTANTE DE ASOCIACION
PROTEINA LIGANDO: PROTEASA-INHIBIDOR.

La ecuacion para estudiar la reaccion bimolecular entre cistaina y la S-(carboximetil)-
caricaina (CM-caricaina), que se presenta a continuacion, fue derivada de la expresion
fundamental de la constante de equilibrio de la reaccion proteina ligando, el planteamiento es
retomado del trabajo presentado por Krause et al. [43]. La deduccion de esta ecuacion se basa
en dos consideraciones: A) El cambio de la cantidad fisica medida (fluorescencia) es
proporcional a la cantidad del complejo proteina—ligando formado, B) Todos los sitios de union
son equivalentes e independientes [44].

Reaccion Bimolecular (CM-caricaina y cistatina).

P+ 1= FI All.l

Donde: P, CM-caricaina (proteasa); I, cistatina (inhibidor de proteasa); PI, complejo

(CM-caricaina—cistatina).
La constante de asociacion en el equilibrio (k,) se define como:

[P1]
Ka= (P11l All.2

La contante de disociacion en el equilibrio (k) se expresa como:

_ [PIM1] AlL3

k= =
47 k, [PI]

Donde: [P] es la concentracion de CM-caricaina en el equilibrio, [I] es la concentracion de
cistatina en el equilibrio y [PI] es la concentracion del complejo (CM-caricaina—cistatina) en el

equilibrio.

La intensidad de fluorescencia emitida a una longitud de onda ( F¢), ver APENDICE I, se

puede expresar como:

Fi=ko.ec All.4
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Donde: coeficiente de absorcién molar (coeficiente de extincion), e[=] cm™M™;

concentracion, ¢ [=] M; constante k = 2.303ZI,1 [=] cm.

Definiendo las siguientes fluorescencias (F;), para las especies presentes en una celda de

titulacion:

F .. Fluorescencia de la mezcla.

mezcla

F Fp  Fluorescencia de CM-caricaina libre.

CM—caricaina (libre)

F F; Fluorescencia de inhibidor libre.

cistatina (librae)

F Fp; Fluorescencia del complejo (CM-

complejo

caricaina—cistatina).

F Fo, Fluorescencia de CM-caricaina total en la mezcla.

CM—caricaina (en lamezcla) —

Foistatina (en lamezels) = Fip FlUOTescencia de cistatina total en la mezcla.

La fluorescencia de la mezcla contenida en la celda de titulacion se expresa de la siguiente
manera:

F, = Fp + F; + Fp AllLS

m

Desarrollando la ecuacion All5, con la connotacion de la ecuacion All.4. Se puede expresar
de la siguiente manera:

Fm: k'quEP[P] + kqb]E][I] + k-gbp]Ep] [PI] All.6

Donde: ¢, rendimiento cuantico de CM-caricaina; ¢y, rendimiento cuantico de la cistatina;
¢pg, rendimiento cuéntico del complejo (CM-caricaina—cistatina); €, absortividad molar de
CM-caricaina; €, absortividad molar de cistatina; €g;, absortividad molar del complejo (CM-
caricaina—cistatina); [P], concentracion de CM-caricaina en la mezcla (contenida en la celda de
titulacion); [1], concentracion de cistatina en la mezcla (contenida en la celda de titulacion); [P1],

concentracion del complejo (CM-caricaina—cistatina) en la mezcla (contenida en la celda de
titulacion.
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Definiendo la cantidad total de CM-caricaina (Fr) y cistatina (I;) en la mezcla contenida
dentro de la celda de titulacion como:

P, = [P] + [PI] AllL7
Iy = [1] + [P1] All8

La fluorescencia de CM-caricaina en la mezcla (Fp.) y la fluorescencia de cistatina en la

mezcla (Fy), se puede expresar como:

F

o = Fp + Py AlL9

F,, = F, + Fy All.10

Despejando [P]y [I] de ecuaciones (All.7) y (All.8) y sustituyendo estas en (All.6):

F,= prT + F]T + [PI] (kepp€Epy — kppEp — kep€)) All.11
Donde: Fp = k¢p&pPr All.12

Fi. = ke lr All.13

Fpr = [PI] (kppi€p; — kppep — kb ) All.14

Arreglando la ecuacion (All.11), y dividiendo la ecuacién resultante por la ecuacion (All.12):

Fpr+Fip —Fm _ [Pl]a

= .. AllL15
Donde: a= k¢PEP+:§:Z;k¢PﬁPI All.16

Arreglando la ecuacion (All.15):
[pr) = 221 AllLL7

a

De la ecuacion (A.11.7) y (A.11.8), se obtiene:

[P] = Py — [PI] All.18
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[1] = L. — [PI] All19

Despejando [I] de la ecuacion (All.3) y sustituyendo la ecuacion (All.8):

Pllk PIlk k
[1] = [ [;] d_ P[ ][p‘i] = hd All.20
T Pl
Arreglando la ecuacion (All.17) se obtiene:
P
2= L All.21
y  [PI]
Sustituyendo la ecuacion All.21 en la ecuacién All.20:
k
1=+ All.22
o 1
Sustituyendo las ecuaciones (All.22) y (All.17) en la ecuacion (All.8):
k P
I = o+ LT All.23
y 1 a
Arreglando la ecuacién (All.23) como:
I_T _ Ykg i
Pr- @1y a All.24
I k
Definiendo: x = p—T , W :p—':1 ; sustituyendo estas expresiones en la ecuacion (All.24):
T T
=Y L All.26
la-v) a
Desarrollando el polinomio de la ecuacién (All.26):
Vi—a(l+w+x)¥+ ax =0 All.27

La ecuacion (All.27), es un polinomio de segundo grado con coeficientes constantes, el cual
se resuelve mediante la solucion general:

Y =

[SE -

((1+w+xji¢“(1+w+xj2—4x) All.28

Tomando la raiz negativa de la solucién de la ecuacion (All.28):
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([1+w+x]—¢’[1+w+x]2—4x) All.29

w3
Il
B

1 k
Sustituyendo: x =—- , w=—2, en la ecuacion (All.29):

) W =
Pt Pr

((+@+@)- @@ @)

Donde: k; es la constante de disociacion en el equilibrio (tiene unidades de puM), P es la

=
Il
[ N-]

concentracién de CM-caricaina total (contenida en la celda de titulacion), I+ es la concentracion de
cistatina total (contenida en la celda de titulacion), @ es una constante que indica el valor maximo

de ¥.

De la ecuacion (All.15):

_ FPT+ FIT - Fm

Vy=——— All.31

FPT

Donde: F, es la fluorescencia de la mezcla en la celda de titulacion, Fp_ es la fluorescencia de
CM-caricaina total en la celda de titulacion, Fy_ es la fluorescencia de cistatina total en la celda

de titulacion.

Igualando la ecuacion (All.30) y (All.31) se obtiene el modelo matematico con el cual se
estudio la reaccién bimolecular entre S-(carboximetil)-caricaina (CM-cistatina) y cistatina.

((+E9+@)- o @ +E@) ) -4@)

Para poder calcular la constante de disociacion en el equilibrio ( kg ), se construye un grafico

Y = —FBT+§[T _ Fm =
Pr

[N

It ., . .
de ¥ vs. o (donde Y, es expresado en la ecuacion All.31). Esta curva tiene como variables
T

independientes la relacion de la cistatina total ( I+ ) y la CM-caricaina total ( Pr ) contenida en la
celda de titulacion y como variable dependiente la funcién Y, la cual relaciona las variables: F,
(fluorescencia de la mezcla, contenida en la celda de titulacion), Fp_ (fluorescencia de CM-
caricaina total, contenida en la celda de titulacion), F; (fluorescencia de cistatina total,

contenida en la celda de titulacion).
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Las variables F, Fp_  yF, son valores experimentales obtenidos en la titulacion

fluorimétrica (la manera en que se obtuvieron estos valores es presentada en el Seccion 111 de
este trabajo).

. It ., . . .
Una vez obtenida la curva de ¥ vs. o S8 procedio a realizar un ajuste no lineal empleando
T

la ecuacion (All.31) y la herramienta Solver de Microsoft Office Excel. Para ello se minimizo la
suma del cuadrado de la diferencia del valor experimental de la funcion ¥ y el obtenido através

de la funcion expresada en (All.30), la cual para fines de esta explicacion le llamaré ¥~ y

retomare la connotacion de la ecuacion (Al1.29) , es decir se minimizo la expresion: £ (¥ - ¥ )?

La funcién ¥~ se calculo proponiendo un valor a los pardmetros a estimar (es decir a las
constantes & y k; ), I y B son valores obtenidos de la Tabla 3.1, estas concentraciones de
proteina fueron calculados en base a la cantidad de proteina total (cistatina y CM-caricaina) que

se encuentra contenida en la celda de titulacion y tiene unidades de uM. Por 1o tanto una vez que
se calcula Y", se procede a realizar el ajuste no lineal empleando la herramienta Solver de

Microsoft Office Excel.

La herramienta Solver de Microsoft Office Excel utiliza el codigo de optimizacion no lineal
(GRG2) que fue desarrollado por Leon Lasdon (Universidad de Texas en Austin) y Alan Waren
(Universidad Cleveland State).
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A) Tabla A.l11-1 Caélculo de M, de S-(carboximetil)-papaina y S-(carboximetil)-caricaina.

S-(carboximetil)-papaina
(CM-papaina)

S-(carboximetil)-caricaina

(CM-caricaina)

Mr del No. de No. de

NOMBRE Abreviatura  residuo residuos residuos

(Da) (Da) (Da)
Alanina A, Ala 71.08 14 995.12 14 995.12
Valina V, Val 99.14 18 1784.52 20 1982.8
Leucina L, Leu 113.17 11 1244.87 11 1244.87
Isoleucina 1, lle 113.17 12 1358.04 10 1131.7
Prolina P, Pro 97.12 10 971.2 13 1262.56
Fenilalanina F, Phe 147.18 4 588.72 441.54
Triptofano W, Trp 186.21 931.05 4 744.84
Metionina M, Met 131.21 0 0
Glicina G, Gly 57.06 28 1597.68 31 1768.86
Serina S, Ser 87.08 13 1132.04 14 1219.12
Treonina T, Thr 101.11 8 808.88 9 909.99
Cisteina C, Cys 103.14 721.98 7 721.98
Tirosina Y, Tyr 163.18 19 3100.42 12 1958.16
Asparagina N, Asn 11411 13 1483.43 10 1141.1
Glutamina Q, GIn 128.14 13 1665.82 7 896.98
Aspartato D, Asp 115.09 6 690.54 3 345.27
Glutamato E, Glu 129.12 7 903.84 11 1420.32
Lisina K, Lis 128.18 10 1281.8 22 2819.96
Arginina R, Arg 156.2 12 1874.4 11 1718.2
Histidina H, His 137.15 2 274.3 4 548.6

H,O 18.02 1 18.02 1 18.02

Carboximetil- 58 1 58 1 58

My 23485 23348

Datos tomados de Sumner et al. [12], Mathews [45].
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B) ESPECTRO DE ABSORCION EN EL UV (ULTRAVIOLETA) DE UNA
PROTEINA.

El espectro de absorcion UV (ultravioleta) de una proteina es la suma de la absorcion
verdadera mas una contribucion procedente de dispersion. EI componente de dispersion puede

ser muy grande, e incrementarse con ¢l decremento de la longitud de onda ( A ) (Figura Alll.1y
Alll.2).

El espectro corregido por efecto de dispersion de luz fue obtenido de acuerdo al método
empleado por Rodney and Federici [46]. En la Tabla 3.2 presento en resumen a que se debe la
absorcion de las proteinas.

El espectro de absorbancia debida a la dispersion de luz (Figura Alll.1 y Alll.2) fue obtenida
mediante una regresion lineal del grafico de log Aexp vs log X, de 320 a 350 nm (region en la
cual la absorbancia se asume solo es debida a la dispersion de luz). La ecuacién obtenida
entonces permite calcular la absorbancia debida a la dispersion de luz a cualquier longitud de
onda en el rango [250 nm, 350 nm].

La ecuacion a la cual se efectud el ajuste lineal es de la forma:
log Aexp=a+b(logh)

Los parametros (a y b) fueron calculados empleando la herramienta Solver de Microsoft
Office Excel, los resultados son presentados en la Tabla Alll.2.

Tabla A.l111-2

CM-caricaina 3.2923 1.5874

Cistatina 3.7723 1.8656
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Figura Alll.1 Gréfico del espectro en el UV de la absorbancia de caricaina; Aexp
es el espectro observado; Averd es el espectro corregido por dispersién de luz; Adisp
es el espectro debido a la dispersion de luz.

Espectro de absorbancia de cistatina.
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Figura Alll.2 Gréfico del espectro en el UV de la absorbancia de cistatina; Aexp
es el espectro observado; Averd es el espectro corregido por dispersion de luz; Adisp
es el espectro debido a la dispersion de luz.
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