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VI. RESUMEN.

En el presente trabajo se estudio la dependencia de la constante de unién (K,) de la
quimopapaina -una cisteinproteasa representativa tipo papaina- con el inhibidor cistatina de
pollo (CEW, denotado en el presente trabajo por las siglas de chicken egg white) con respecto
a la variacion del pH.

Los estudios efectuados con métodos espectroscopicos se realizaron con quimopapaina
teniendo bloqueada su Cys catalitica (carboximetilada) y cistatina de pollo en su forma
cortada en el extremo amino terminal en Gly®, resultado de su purificacién a partir de clara de
huevo de pollo. El andlisis de los espectros de dicroismo circular en la regién ultravioleta
lejano de las proteinas individuales en el intervalo de pH de [3.5-10.0] a 25 °C, no revela
evidencia de un cambio significativo en estructura secundaria de proteina. En los espectros de
absorbancia en la regién ultravioleta cercano a valores de pH alcalinos, no se observo sefial de
la ionizacion de la cadena lateral de Tyr. Esta observacion se confirmo en los espectros de
emisién de fluorescencia de las proteinas individuales y de la mezcla.

La unién de quimopapaina con cistatina de pollo presenta una moderada afinidad, el
sistema presenta una Ky, de (5.71 + 0.27) x 10° M™ (una K4 de (176 + 8) nM) a pH 7.4, 25° C
(Kq fue determinada por el método de titulacion fluorimétrica y K, calculada como: Ky= Kg™).

Mediante el método de titulacion fluorimétrica se determiné la constante de disociacion
(Kg) del sistema a 14 diferentes valores de pH a una fuerza idnica (1) de 0.11 M en el
intervalo [6.0-10.0] y a 5 diferentes valores de pH con una | de 0.011 M en el intervalo [3.5-
6.5]. Estos experimentos se realizaron en presencia de su respectivo amortiguador de pH a
25 °C.

La K4 determinada a dos distintas fuerzas ionicas (I = 0.011 My |1 = 0.11 M) a valores de
pH de 6.0 y 6.5, mostré una diferencia de aproximadamente diez veces mayor en magnitud,
evidencia de que la asociacion quimopapaina—cistatina de pollo es modulada por interaccion
electrostética.

La variacion de Ky, (calculada como Ky=K4™) con el pH se logré describir apropiadamente
con el modelo modificado de transferencia de proton (MPLM), propuesto por Crnogorac et al.
(2001), con la presencia de tres grupos ionizables isoacidicos.
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Con el propésito de elucidar mejor el mecanismo de union se construyo un modelo de la
estructura tridimensional del complejo quimopapaina—CEW. El andlisis de la distribucién de
residuos cargados sobre la interfase del complejo quimopapaina—cistatina a un radio de corte
< 5 A de las cadenas, revel6 la presencia de ocho residuos ionizables sobre quimopapaina
(Y%, K® YO KB KM K1 D18 y H1*%) y cinco sobre cistatina (E*°, GN-terminal, R, K>y
YlOO)l

El calculo tedrico del componente electrostatico de la energia libre de unién (4G ejec) del
complejo quimopapaina—~CEW a los diferentes valores de pH examinados describe
cualitativamente el comportamiento experimental observado de la energia libre de unién
(4Gp) como funcion del pH. 4Gy e S€ calculé empleando un modelo con solvente implicito
basado en la resolucién de la ecuacién de Poisson-Boltzmann.

Durante la asociacion de la quimopapaina con cistatina de pollo, las interacciones
electrostaticas juegan un papel importante. Estas interacciones son moduladas por el pH del
entorno que dicta su estado de protonacion de acuerdo con el pK, de los residuos ionizables
localizados en la interfase del heterodimero y en las proteinas separadas, por lo tanto, también
determina la energia de union electrostatica. Proponemos que los residuos que participan en el
par iénico entre cadenas, Lys™ de quimopapaina y Glu*® de CEW, asi como Tyr®! y Tyr®” de
qguimopapaina, son los principales residuos responsables de la dependencia de la afinidad del
heterodimero quimopapaina—CEW observada experimentalmente con respecto a la variacion
del pH.

Finalmente, en base al analisis comparativo de la interfase con estructuras cristalograficas
ya reportadas de sistemas homologos cisteinproteasa—cistatina (PDB: 1STF, 3K9M, 1NBS,
3KSE, 3KFQ), se puede asumir que la dependencia de la constante de unién con respecto a la
variacion del pH, asi como la contribucion electrostatica a la energia de union estan
fuertemente vinculada a la presencia y distribucion de grupos ionizables en la interfase,
puentes de hidrogeno, pares ionicos y area superficial de contacto.
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Si en la lid el destino te derriba;

si todo en tu camino es cuesta arriba;

si tu sonrisa es ansia insatisfecha;

si hay faena excesiva y vil cosecha;

si a tu caudal se contraponen diques,

date una tregua...pero... jNO CLAUDIQUES!

Rudyard Kipling



1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades de la clasificacion de las enzimas.

Las enzimas son catalizadores de los sistemas bioldgicos, sus caracteristicas mas
sobresalientes son su poder catalitico y alta especificidad, tanto en la reaccion que catalizan
como en la seleccidn de sustancias reactantes, denominadas sustratos. La catalisis tiene lugar
en un centro especifico del enzima llamado centro activo [1].

Para dar consistencia a la clasificacion de las enzimas, en 1964 la International Union of
Biochemistry and Molecular Biology establecié un comité para la nomenclatura de enzimas
(NC-IUBMB). La mayor parte de las enzimas se denominan a partir del nombre de los
sustratos y las reacciones que catalizan con el sufijo “asa”. Estas reacciones se dividen en seis
clases principales (ver Tabla 1.1), para identificar con precision a las enzimas se les asigna un
codigo de cuatro digitos precedido por las letras EC (de Enzyme Commission). Para nuestro
propdsito de estudio, nos conciernen las peptidasas (subclase EC 3.4) también conocido como
proteasas, proteinasas o enzimas proteoliticas [1,2].

Tabla 1.1 Clasificacion de enzimas.

Clase. Tipo de reaccion.
1. Oxidoreductasas Catalizan oxido-reducciones entre dos sustratos.
2. Transferasas Transferencia de grupo (distinto del hidrogeno).
3. Hidrolasas Reacciones de hidrélisis de los enlaces tipo éster, éter, péptido,
' glucosilo, anhidrido de 4cido, C-C, C-hal6geno o P-N.
4. Liasas Adicion o separacion de grupos para formar dobles enlaces.
5. Isomerasas Isomerizacidn (transferencia intramolecular de grupo).
6. Ligasas Unidn de dos sustratos a expensas de la hidrolisis de ATP.

Las proteasas (enzimas que catalizan la hidrdlisis de un enlace peptidico o proteolisis) son
de gran importancia en varias funciones celulares, tienen papeles clave en diversos procesos
fisioldgicos esenciales. Las proteasas estan involucradas en procesos digestivos, activacion de
proenzimas, liberacion de péptidos fisiolégicamente activos y procesos de inflamacion entre
otros. Las proteasas se encuentras extensamente distribuidas en células de plantas y animales
asi como en bacterias y virus [1].



Dentro de las enzimas que se comercializan a nivel industrial en todo el mundo, las
proteasas ocupan la posicion més relevante (cerca del 60%). Los campos de aplicacion son
diversos, incluyen tecnologia y ciencia de los alimentos, industria farmacéutica y manufactura
de detergentes. El gran desarrollo de la ingenieria genética y tecnologia de DNA recombinante
han permitido la aplicacién industrial de estas enzimas, reduciendo costos y ofreciendo una
produccion a gran escala. En consecuencia, las enzimas obtenidas a partir de plantas han
comenzado a ser remplazadas por enzimas recombinantes. Sin embargo, estas proteasas de
plantas son de gran interés para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos y
aplicaciones biotecnoldgicas tanto por su actividad proteolitica sobre una extensa variedad de
proteinas como por el intervalo 6ptimo de temperatura y pH [3].

Para el estudio de las proteasas, en 1992 la NC-IUBMB acordd seis clases de mecanismos
de acuerdo a su sitio catalitico (Tabla 1.2). Las proteasas se agrupan en categorias de acuerdo
al aminodcido esencial en su sitio activo, el intervalo de pH dptimo de actividad, la similitud
en secuencia de aminoacidos y el mecanismo de inhibicion [2,4,5].

Tabla 1.2 Clasificacion de proteasas.

Proteasas. Rese:guecla Si(taigrgcl:?i(\)/i(fldo Intervalo de pH 6ptimo™.
Serinproteasas (EC 3.4.21) Ser; His. 7-9
Cisteinproteasas (EC 3.4.22) Cys. 4-7
Aspartilproteasas (EC 3.4.23) Asp, Tyr. Menor a 5
Metaloproteasas  (EC 3.4.24) lon metalico. 7-9
Treoninproteasas (EC 3.4.24) Thr. 8-9
Endoprote&elxzsgss.rlfcl)gg;asificadas Contienen dos 0 mas sitios cataliticos.

'Oliveira et al. (2003) [4].
1.2. Cisteinproteasas.

Las cisteinproteasas (CPs) son proteinas de masa molecular de alrededor de 21-30 KDa
que catalizan la hidrdlisis de enlaces peptidico, amida, éster y tioléster. Las CPs estan
presentes en todos los seres vivos, se han descubierto alrededor de 21 familias, méas de la
mitad en virus. Muchas de estas enzimas se encuentran en bacterias, hongos, protozoos,
plantas (la familia de papaina es la mejor caracterizada) y mamiferos (dos grupos principales:
calpainas citosolicas y catepsinas lisosomales) [6].



La familia CPs puede ser subdivida en exopeptidasa (por ejemplo: catepsina X,
carboxipeptidasa B) y endopeptidasa (por ejemplo: papaina, bromelaina, ficaina, catepsinas).
Las endopeptidasas hidrolizan el enlace peptidico interno y las exopeptidasas el enlace
proximo al N-terminat O C-terminal del sustrato. EI término proteasa es utilizado como sinénimo de
péptidasa y puede ser aplicado tanto a exopeptidasas como a endopeptidasas. En tanto
proteinasa solo es aplicado a endopeptidasas [5,6].

La especificidad de una peptidasa es descrita por el uso de un modelo conceptual
empleado por primera vez en 1967 por Schechter & Berger referente a la papaina [7]. En este
modelo, cada subsitio especifico es capaz de acoplar en la cadena lateral un residuo de
aminoacido del sustrato peptidico. Los subsitios son numerados a partir del sitio catalitico;
Para el sustrato: Py, Py, P3, P4 ..., Pn en direccion del N-termina Y P17, P2, P3', ..., Py en
direccion al C-teminal Y para la enzima: los subsitios son numerados Sy, Ss, Sy, S1, S17, S27, S3°
respectivamente (Figura 1.1).

Sustrato
P: P: P: P1+P1' P2 Py

S: 83 S St | S Sy sy
Enzima

N-Terminal = Terminal

Figura 1.1 Modelo de Schechter y Berger (1967) [7].

1.2.1 Mecanismo catalitico de cisteinproteasas.

El mecanismo general de accion de CPs es ejercida por la diada catalitica formada por los

residuos Cys® y His™®

(numeracién de papaina). El sitio activo es localizado en la hendidura
formada por dos dominios, en uno predomina estructura a-hélice y en otro barril  (por
ejemplo; quimopapaina, ver Figura 1.3). La estructura de enzimas pertenecientes a la familia
de papaina es muy similar y el mecanismo catalitico es idéntico. Sin embargo, los residuos de
aminoacidos adyacentes al sitio catalitico responsables de unir al sustrato pueden diferir y
presentar diferencia en su especificidad al sustrato [3].

El modelo minimo del mecanismo de la hidrdlisis de un sustrato amida o éster por CPs
involucra la formacion de una acil-enzima (tioléster), intermediario ES’ y la liberacion del
producto amina o alcohol (P;), seguida por la hidrolisis (deacilacion) de ES’ el cual provee el

grupo carboxilato (P,) y la regeneracion de la enzima (Figura 1.2) [6].
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Figura 1.2 Mecanismo catalitico de CPs (Ejemplificado con papaina). En principio, el ataque
del anidn tiolato al carbonilo facilita el rompimiento del enlace peptidico y el doble enlace entre el
carbono y oxigeno se convierte en enlace sencillo (A). El oxigeno asume una carga neta negativa que
permite el primer estado de transicion tetraédrico. El oxianion se estabiliza enlazando hidrégenos del
grupo NH de la cadena lateral del residuo GIn* y Cys® de la cadena principal, de lo cual
probablemente resulta la formacion de la cavidad del oxianion (B). En seguida la rotacion de la
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cadena lateral de His™, permite la transferencia de protones desde el cation imidazolio al nitrégeno

del enlace peptidico que comienza a ser hidrolizado y ocurre el rompimiento (C). El sustrato recién

formado es enlazado a la His™®

, mientras la parte carboxilica del sustrato es enlazado Cys® via
enlace tioéster, formando una acil-enzima (D). El siguiente paso de la reaccion involucra la
disociacion de la parte amina del sustrato y su sustitucioén por una molécula de agua (E). 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. Esta es seguida de la formacién de un intermediario tetraédrico
(F). En la etapa final, la deacilacion tioéster permite reconstruir el grupo carboxilo en el sustrato

hidrolizado que es concertado con la liberacién de una enzima activa (G) [6,8,9].



1.3. Proteinasas obtenidas a partir del latex de Carica papaya L.

En latex del arbol tropical de Carica papaya L esta presente una mezcla de endopeptidasas de
gran interés cientifico e industrial, algunas de las propiedades fisicoquimicas de los principales
componentes se muestran en la Tabla 1.3. Las cuatro enzimas comparten un plegamiento
comun caracteristico de CPs de la familia de la papaina, presentan masa molar similar
(24 KDa) y puntos isoeléctricos basicos (8.8-11.4), aun cuando su respectiva estructura
primaria (secuencia de aminoacidos) presenta considerables diferencias [10].

Tabla 1.3 Propiedades de proteinasas contenidas en latex de Carica papaya L.

Proteinasa Clasificacion pl Identidad. Residuos. | M (g/mol)
Papaina EC34222 | 88 212 23406
Quimopapaina Ay B, | 34095 | 104 59.40% 218 23636
Yy otras isoformas
Glicil-endopeptidasa EC 3.4.22.25 10.6 67.90% 216 23301
Caricaina EC3.42220 | 11.4 69.80% 216 23264

Donde: pl, punto isoelectrico; Identidad respecto a papaina; M, Masa molar calculada en
base a la secuencia de aminoacidos; Datos tomados de Sumner et al. (1993)[10].

La quimopapaina es la Unica entre los miembros de la familia de la papaina que existe
como una mezcla constituida principalmente de dos formas, nombradas A y B. Las dos formas
son inmunolégicamente indistinguibles y presentan idéntica secuencia de aminoacidos
[11,12,13]. Sin embargo, difieren en punto isoeléctrico (10.2, forma A; 10.4, forma B),
coeficiente de extincion molar (¢) a 280 nm (para quimopapaina A, &= 4.64x10* Mecm™,
quimopapaina B, &= 5.00x10* M™cm™) y en reactividad de sus sitios activos [3,12].
Maes et al. (1996) [12] reportaron la estructura cristalina de quimopapaina (Figura 1.3), en
base a sus estudios concluye se trata de quimopapaina B.

La quimopapaina tiene propiedades fisicoquimicas muy parecidas a los otros
componentes del latex de papaya, lo cual dificulta su purificacion. Esta enzima se presenta en
multiples formas (son identificadas cinco formas) que pueden ser separadas mediante
cromatografia de intercambio catidnico, las cuales muestran ser inmunoldgicamente idénticas
[3,11,12].



Figura 1.3 Estructura de quimopapaina (PDB 1YAL dibujada con el programa YASARA
[14]). La cadena polipeptidica es plegada en dos dominios de aproximadamente el mismo
tamafio pero diferente conformacién. Un dominio es constituido principalmente por
estructura hélice a (dominio L: residuos 10-111 y 211-218) y otro esencialmente construido
por interacciones de hojas B extendida (dominio R: residuos 1-9 y 112-210). El sitio activo
(Cys®™) es localizado entre la interface de estos dos dominios [12]. Contiene tres cistinas
(C*?-C®, C*®-C* y C*3-C™) y dos cisteinas (C* y C**) [15].

Buttle & Barret (1984) [11] mostraron que la quimopapaina obtenida a partir de latex
fresco de Carica papaya L eluye como quimopapaina B y sugieren que las otras formas de
quimopapaina son artefactos producidos durante la preparacion comercial del latex. Las
modificaciones de quimopapaina pueden ser resultado de la actividad de alguna
aminopeptidasa o proteinasa permitiendo la hidrdlisis de diferentes aminoacidos en el extremo
amino terminal (N, ver Figura 1.3) asociados con la preparacion de quimopapaina A. Estas
modificaciones pueden ser el origen de la diferencia en elucién en cromatografia de
intercambio catidnico y en los residuos del entorno del sitio activo.

Jacquet et al. (1989) [15] apoyaron la teoria de Buttle & Barret (1984) [11] respecto a la
presencia de un gen responsable de la expresion de quimopapaina. En sus estudios acerca de la
secuenciacion de estructura primaria de la quimopapaina, reportaron no observar trazas de
microheterogeneidad, lo que sugiriera fuertemente se tratara de una mezcla de varias formas
de quimopapaina con secuencia de aminoacidos identica [15].



1.4. Cistatinas: Inhibidores de cisteinproteasas.

Las cistatinas se encuentran extensamente distribuidas en animales y plantas, de manera
general se asume que estos inhibidores estan involucrados en la regulacion fisioldgica y
procesos patoldgicos [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
(Figura 1.4) [4,17].

Proteinas citosélicas, alrededor de 100 residuos de

— Estefinas aminodcidos (= 11 KDa), carecen de enlaces disulfuro.

Proteinas glicosiladas, alrededor de 115 residuos
— Cistatinas de aminoécidos (= 11-24 KDa), contienen dos
Superfamilia< enlaces disulfuro.
de las
Cistatinas — Cinindgenos Proteinas de plasma sanguineo, glucosiladas, con
enlaces disulfuro, peso molecular (=60-120 KDa).

. Comprende la mayoria de las proteinas inhibidoras
— Fitocistatinas s
\ de cisteinproteasas procedentes de plantas.

Figura 1.4 Clasificacion de cistatinas.

En estudios de asociacion de CPs con cistatina C humana y cistatina de pollo, hay dos
eventos relevantes. El primero, la formacion del complejo de cistatina con CPs se lleva a cabo
tanto con enzimas en su forma activa, como teniendo su sitio catalitico bloqueado (enzima
inactiva), donde se ha observado que la afinidad decrece apreciablemente, en proporcién al
tamafio del grupo inactivante. Por ejemplo, la carboximetilacion de papaina reduce la K4 con
cistatina de pollo alrededor de tres érdenes de magnitud (de 60 fM a 15 pM) [18]. El segundo
es la formacion del complejo de CPs con cistatinas modificadas en su extremo amino terminal.
Por ejemplo, cistatina C cortada en G'-G'? y cistatina de pollo cortada en G°-A'®, ambas
presentan K;de tres érdenes de magnitud menor con respecto a cistatina nativa [19].

Las estructuras tridimensionales de varias cistatinas de la familia de cistatinas y estefinas
en forma libre 0 en complejo con una proteasa, han sido determinadas por cristalografia de
rayos X 0 espectroscopia de NMR (Resonancia Magnética Nuclear) y se encuentran



disponibles en el repositorio Protein Data Bank (PDB) [20]. EI modelo de interaccion con
papaina fue propuesto por Bode et al. (1988) [21], este modelo fue confirmado por Stubss et
al. (1990) [22] con la estructura molecular del complejo papaina—estefina B (PDB 1STF). El
mecanismo de inhibicién no involucra el residuo catalitico Cys®, el cual se encuentra a una
distancia muy lejana para ser atacado por el segmento amino terminal del inhibidor [21].

1.5. Cistatina de clara de huevo de pollo.

Algunas de las proteinas que constituyen la clara de huevo poseen actividades bioldgicas,
estas incluyen actividad antibacterial, antihipertensiva, inmunomodulatoria, antitumoral y
antiviral. También poseen propiedades antiadhesivas, antioxidantes y son inhibidoras de
proteasas, poseen biodisponibilidad de nutrientes y 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 [23].

La clara de huevo de pollo es una mezcla compleja que estd constituida de proteinas
(9.7-10.6%), carbohidratos (0.4—0.9%) y lipidos (0.03%) [23]. Algunas de las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas que constituyen la clara de huevo se muestran en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Propiedades fisicoquimicas de proteinas presentes en clara de huevo.

Proteina (Qlé)el;(r)n;r;: | Peso ?}lolzl)(;;:ular2 NG ('I'éz)
Ovoalbdmina 54 44.5 4.5 84
%’:gﬁgz‘:ﬁmg)‘a‘ 12 60— 95 60y66 | 61
Ovomucoide 11 26.1-28.3 39-43 77
Ovomucina 3.5 55-83 45-50 | ---
Lisozima 3.4 14.3-14.6 10.7 75
Globulina G; 4 30 55 925
Globulina G 4 45 58 | -
Cistatina 0.05 13.2° 65-56 | =120"

Donde: pl, punto Isoeléctrico; T4, Temperatura de desnaturalizacion; * Kovacs-Nolan et al. (2005)
[23]; * Carraro et al. (2006) [24]; * Schwabe et al. (1984) [25]; * Zerovnik et al. (1997) [26].



La cistatina de pollo es un inhibidor de cisteinproteasas que se encuentra en clara de
huevo (60 pg/mL) y suero de pollo (1 pg/mL) [27], también en pulmdn, molleja, cerebro,
corazén, oviducto y es expresado por células de masculo y en el desarrollo embrionario de
pollo [28,29]. La cistatina de pollo también presenta actividad antimicrobiana,
inmunomodulatoria y antitumoral e inhibe la degradacion de huesos [23].

La cistatina de pollo es el inhibidor mejor caracterizado de la familia de cistatinas, es
aislada como una mezcla de dos formas isoeléctricas que presentan secuencia de aminoacidos
idénticas y no hay evidencia que presenten diferencia en la union a papaina [30]. Su estructura
cristalogréfica fue resulta por Bode et al. (1988) [21] (ver Figura 1.5), estd compuesta de 116
residuos con una masa molecular calculada de 13143 g/mol [25]: La forma 1 (no fosforilada)
con punto isoeléctrico (pl) de 6.5 y la forma 2 (fosforilada en Ser®®, PSer) con pl de 5.6. La
carga negativa adicional de PSer es responsable de bajar una unidad de pH el pl de la forma 1
[31].

Cistatina
de pollo.

Gly9 QLVSG Trp104

Figura 1.5 Estructura de cistatina de pollo (PDB 1A67 dibujada con el programa
YASARA). La molécula consiste principalmente de estructura beta constituida de cinco
hebras antiparalelas (A, B, C, D, E) que envuelven una estructura hélice de cinco giros,
ademéas de contener dos puentes disufuro (C*-C* y C*-C'*). La forma cortada de
cistatina inicia con Gly9 (N) y termina con Q116 (C) [21].
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No se tiene conocimiento de si las dos formas de cistatina ocurren de forma natural o si
una es formada a partir de lo otra durante el almacenamiento del huevo o purificacion. Se
conoce que PSer en péptidos, como en proteinas, es sensible a condiciones alcalinas y es
rapidamente destruida por B—eliminacion del grupo fosfato. Adicionalmente, la forma 2 puede
ser desfosforilada en el huevo, especialmente por fosfatasa alcalina (durante almacenaje la
clara de huevo presenta un pH de 9.5). Las cantidades relativas de la forma 1 y 2 después de la
purificacion no reflejan las reales in vivo [31].

Las dos formas de cistatina de pollo presentan constantes de afinidad por CPs similares.
Para enzimas activas, éstas son idénticas considerando el error experimental [18,32] y para
enzimas en su forma inactiva (sitio catalitico bloqueado) son indistinguibles una de la otra
[30].

1.6. Interaccion proteina-proteina y su dependencia con el pH.

Las interacciones electrostaticas son uno de los factores mas importantes a ser
considerados al analizar la funcién de moléculas bioldgicas. La presencia de sitios ionizables,
los cuales pueden intercambiar protones con su entorno, provoca el fenémeno de dependencia
del pH en proteinas generando una importante influencia en su funcién de las mismas. Una
correcta prediccion de los estados de protonacion es importante para el analisis de mecanismos
de las enzimas, estabilidad de proteinas y reconocimiento molecular [33].

La asociacién de proteinas y su dependencia con el pH esta fuertemente vinculada con las
interacciones electrostaticas (los puentes de hidrogeno, las fuerzas de van der Waals y las
interacciones entre carga y carga), la asociacion también depende de factores como son las
formas estructurales complementarias e interacciones hidrofobicas [34].

La energia libre de unién puede ser afectada notablemente por la fuerza iénica y el pH de
la solucién. Por ejemplo, las fuerzas de interaccion electrostatica de largo alcance son
significativamente reducidas a fuerza idnica alta, incluso, en algunos casos estas condiciones
permiten apagar las interacciones electrostaticas experimentalmente para estudiar sus efectos
sobre la unién proteina—proteina. EI pH determina la carga de los residuos ionizables, los
cuales a su vez modulan las interacciones electrostaticas que contribuyen a la union proteina—
proteina. Ademas, estas cargas pueden cambiar debido a la uniéon (dando origen a la
dependencia del pH de la constante de unién) afectando la energia libre de union [35].
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En la actualidad una gran variedad de métodos computacionales han sido desarrollados
para estudiar las interacciones electrostaticas en sistemas bimoleculares, los cuales pueden ser
clasificados en dos categorias: métodos con solvente explicito, los cuales tratan al solvente en
completo detalle atbmico y métodos con solvente implicito, que representan al solvente a
través de sus efectos promedios sobre el soluto [33].

Una gran variedad de métodos computacionales y algoritmos han sido desarrollados para
el estudio de las proteinas y sus interacciones con otras moléculas. Métodos como la
simulacion con dindmica molecular, simulacion con dinamica Browniana, calculo de pK, en
proteinas, algoritmos de disefio de proteinas y reconocimiento proteina—proteina son
ampliamente utilizados en investigacion en Biologia Moderna. Todos estos algoritmos
emplean estructuras tridimensionales de moléculas de proteina para predecir y analizar
caracteristicas, tales como, actividad catalitica, via de plegamiento, estabilidad, solubilidad y
sitio especifico de union de ligando [36].

La manera mas simple de realizar calculos de la energia de union sobre un complejo
bimolecular es asumir una conformacion rigida, es decir, sin algin cambio conformacional
sobre la union, lo cual es claramente no realista, pero frecuentemente proporciona
estimaciones iniciales Utiles para afinidades relativas de la union bimolecular [33].

Efectos de la fuerza idnica (1) sobre la energia libre de unién (4G,) proteina—proteina han
sido incluidos en muchos estudios computacionales, mientras comparativamente pocos
estudios han mostrado el correspondiente efecto del pH. La dependencia 4Gy, con respecto la
variacion de pH puede ser muy compleja si estan presentes varios grupos en la interfase de la
unién proteina—proteina cambiando su estado de protonacién, mientras que la dependencia a la
fuerza ionica usualmente se describe en funcion del logaritmo natural de |, logrando
exitosamente predecir la magnitud de la correlacion, la cual depende de la forma y
distribucidn de cargas de las moléculas [35].

En el campo de la medicina, los estudios de sistemas de interaccion enzima—inhibidor
(unidn proteina—proteina) contribuyen a comprender el mecanismo de la patofisiologia de
enfermedades, asi como, ayudar en la identificacion y priorizacion de blancos terapéuticos. La
realizacion de estos estudios permiten generar nuevas hipotesis para el disefio de mejores
farmacos para blancos especificos, o asociados a enfermedades (por ejemplo, diferentes tipos
de cancer), incluso pueden dar la pauta a descubrir nuevos farmacos.
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El gran interés de estudiar la interaccion entre quimopapaina—cistatina de pollo como
modelo enzima-inhibidor radica en su gran potencial farmacéutico y biotecnoldgico, ambas
proteinas son termoestables y presentan una gran estabilidad estructural y funcional a valores
de pH extremos.

En el presente trabajo con el propdsito de elucidar y comprender el mecanismo de
interaccion del sistema en estudio, se estudio la dependencia de la constante de union (Kp) con
respecto la variacion de pH por métodos espectroscopicos, y se analizo la interaccion con
métodos computacionales empleando un modelo molecular de la estructura del complejo
quimopapaina—cistatina de pollo.

1.7. Importancia y aplicaciones del estudio de cisteinproteasas y sus
inhibidores.

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 contintan realizando estudios in vivo e in vitro de la formacion
de complejos proteasa—inhibidor.

Diversos estudios in vivo han demostrado que proteinas inhibidoras de cisteinproteasas
enddgenas regulan endopeptidasas cisteinicas lisosomales (por ejemplo: Catepsina B, H, L, S
y X). Se encuentran reportados estudios de estos inhibidores en el tratamiento de cancer y
metastasis, pancreatitis, artritis, arteriosclerosis, diabetes, gingivitis periodontal, infecciones,
inflamacién, trastornos en el higado, pulmén, corazén, rifién y masculos, asi como en la
enfermedad de Alzheimer y de Batten [37].

Con la finalidad de explicar el mecanismo de inhibicién de cisteinproteasas por cistatinas
se han realizado numerosos estudios espectroscopicos, cinéticos y cristalograficos. El tipo de
inhibicidn que presenta este sistema se denomina mecanismo de exositio, en el cual la union se
realiza en la zona de la superficie adyacente a su centro activo de la proteinasa impidiendo el
acceso de la molécula de sustrato al sitio activo, sin bloquear directamente el residuo
catalitico (Cys) de la enzima [38]. Se ha mostrado que estas enzimas con su sitio activo
bloqueado pueden unirse a cistatinas, presentando una afinidad mas baja [6,18,39]. A pesar de
la homologia estructural y modos de inhibicion similar, la cistatina presenta diferentes
afinidades con las diversas enzimas de la familia de la papaina del orden menor a 0.1 nM [6]
(ver Tabla 1.5).
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Tabla 1.5 Constantes de inhibicion (K;) y disociacion (Kg) de sistemas
cisteinproteasa—cistatina.

Enzima Estefina A  EstefinaB  Cistatina C  Cistatina de pollo.
Papaina K; 0.019% 0.12° 0.005% 0.005%
Kq 0.000011° 0.00006"
Catepsina B K; 8.2% 73? 0.25° 1.7%
Catepsina H K; 0.31° 0.58? 0.28? 0.064%
Catepsina L K; 1.3 0.23% 0.005* 0.019°
Catepsina X  K; 1.7° >250° 12° 15°
Quimopapaina Ky 0.0009°

Donde: K;, constante de inhibicién (nM); Ky, constante de disociacion (nM);
® Barrett (1987) [40]; ® Klemenci¢ et al. (2000) [41]; © Lindah et al. (1992) [42];
I Bjork et al. (1989) [43]; © Bjork &Y linenjarvi (1990) [39]; * calculada a partir de
las constantes de velocidad de asociacion y disociacion.

Como modelo de estudio para este tipo de sistemas enzima-—inhibidor, en el presente
trabajo, se estudio la dependencia de la constante de la union (Ky) con respecto a la variacién
del pH de la cisteinproteasa S-carboximetil-quimopapaina (SCM-quimopapaina) con cistatina
de clara de huevo de pollo, que es un inhibidor de cisteinproteasas.
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2. OBJETIVOS.

2.

A)

B)

2.

a)

b)

d)

1. Objetivos Generales.

Estudiar la dependencia de la constante de unién (Kp) con la variacion de pH para la
asociacion de la cisteinproteasa S-carboximetil-quimopapaina (SCM-quimopapaina) con
el inhibidor cistatina de pollo (CEW), en presencia de amortiguadores de pH a dos
fuerzas idnicas de NaCl (0.1 My 0.1M) 25 °C.

Caracterizar por métodos espectroscdpicos y computacionales la asociacion del sistema
quimopapaina—cistatina de pollo empleando un modelo molecular de la estructura del

complejo enzima—inhibidor.
2. Objetivos Particulares.

Purificar SCM-quimopapaina a partir de un extracto comercial parcialmente purificada
marca SIGMA.

Purificar cistatina de pollo a partir de clara de huevo de pollo, establecer el método de
purificacion y caracterizar la proteina (propiedades espectrales, actividad inhibitoria de
cisteinproteasas y pruebas de pureza).

Estudiar la dependencia de la variacion del pH en el intervalo de [3.5, 10.5] sobre la
constante de union del sistema SCM-quimopapaina—cistatina de pollo, determinando la
constante de disociacién (K4) por medio del método de titulacion fluorimétrica a una de
temperatura de 25 °C en presencia de NaCl 0.1 My 0.01 M.

Examinar la interaccion de SCM-quimopapaina y cistatina de pollo con la construccién
de un modelo molecular. Analizar los grupos ionizables que se encuentran en la zona de
interaccidn de las moléculas y su efecto en la dependencia de la constante de union con
el pH.
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3. Materiales y Métodos.

3.1. Método de purificacion de SCM-quimopapaina.

La quimopapaina fue purificada a partir de un extracto de quimopapaina comercial. Para
evitar autohidrélisis, su sitio activo (Cys®) fue bloqueado previamente, esto se logré
carboximetilando las cisteinas libres Cys® y Cys™’ de quimopapaina (Figura 3.1).

)]
O SH P 5 -CH,-C-OH
Il | s |
[-CH,-C-0H + (FHJ -~ CH,
, |
R-NH-CH-CO-NH-E R-NH-CH-CO-NH-R
Acido Todoacético Cisteina Cisteina S-carboximetilada

Figura 3.1 Carboximetilacion (SCM-) de cisteina con acido iodo acético.

La purificacion de quimopapaina se efectu6 mediante cromatografia de intercambio
cationico aplicando un gradiente bifasico de incremento en la fuerza ionica del amortiguador
de pH [44]. Este procedimiento de purificacion (Figura 3.2) es una modificacién al método
previamente reportado por Solis-Mendiola et al. (1992) [44].

Extracto de quimopapaina.

Didlisis » Filtracion
(Amortiguador de pH). '
\4
Tratamiento con acido iodo acético y
(Carboximetilacion de proteasas). Cromatografia de liquidos
(Intercambio cationico).

Figura 3.2 Procedimiento de purificacion de SCM-quimopapaina.

La carboximetilacion de las proteasas contenidas en el extracto de quimopapaina se
efectud de la siguiente manera. Se pesaron 200 mg de extracto de quimopapaina (marca
SIGMA, lote:124F80751) y se disolvieron en 80 mL de buffer fosfatos 0.1 M, pH 7.0. Las
proteasas sulfidrilicas fueron activadas con cisteina 2 mM y se mantuvo en agitacion por 10
min a temperatura ambiente. Una vez efectuada esta operacion fue adicionado é&cido
iodoacético hasta una concentracion final de 10 mM. La solucion se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente por una hora. La solucion resultante fue dializada contra
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0 vy filtrada a través de una membrana de 0.45 pum
(Durapore, HV).
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La solucidn resultante se cargd a una columna de intercambio cationico Mono S 5/50 GL
(GE Healthcare) montada en un equipo FPLC (Fast Performance liquid chromatography,
GE AKTAprime plus), equilibrada con amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0. La
desorcion se realizé con un gradiente bifasico de NaCl, de 0 a 0.4 M en un volumen de elucion
(Ve) de 15 mL y de 0.4 a2 0.8 M en V, de 10 mL, a un flujo de 0.7 mL/min.

La fraccion correspondiente a S-carboximetil-quimopapaina A (SCM-quimopapaina)
identificada en base a comparacion con cromatogramas de trabajos previos [11,44], fue
colectada y dializada contra amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4.

Posteriormente, esta solucion fue concentrada mediante ultrafiltracion, empleando una
membrana de corte molecular de 10 KDa (Amicon Bioseparations), a una concentracion
cercana a 1 mg/mL. La concentracion de SCM-quimopapaina fue calculada con base en su
Al%ggo, 1cm = 18.2 [45], realizando una correccion por dispersion de luz [46].

3.1.1. Pruebas de pureza de SCM-quimopapaina.

Se realizaron dos pruebas de pureza a la SCM-quimopapaina, se verificd su
homogeneidad mediante recromatografia de intercambio catidnico y se efectud el analisis con
espectrometria de masas.

A. Recromatografia de intercambio catidnico.

La recromatografia de SCM-quimopapaina se realiz6 mediante cromatografia de
intercambio catiénico (columna Mono S 5/50 GL) empleando amortiguador de fosfato
50 mM, pH 7.0 y un gradiente bifasico como se indican en Seccién 3.1.

B. Espectrometria de masas.

Una muestra de SCM-quimopapaina purificada se envid al Laboratorio Divisional de
Espectrometria de Masas (LDEM), ubicado en la UAM-Iztapalapa.

La muestra fue analizada por espectrometria de masas MALDI-TOF, en un equipo
MALDI-TOF/TOF AutoFlex™ Bruker. MALDI por sus siglas en inglés Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization (Desorcion/lonizacion Laser Asistida por Matriz) y TOF por el
detector de iones acoplado al MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés
Time-Of-Flight (Tiempo de Vuelo).
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La espectrometria de masas es una técnica que permite determinar las masas atdmicas o
moleculares. MALDI-TOF es una técnica de ionizacion suave que permite el anlisis de
biomoléculas (por ejemplo biopolimeros como las proteinas, péptidos, azlcares y lipidos) y
moléculas orgéanicas grandes (por ejemplo polimeros, dendrimeros) que podrian ser
susceptibles de fragmentacion al ser sometidas a otros métodos de ionizacion mas
convencionales.

La preparacion de la muestra de cistatina se realizd eliminando los iones presentes del
amortiguador de pH, dializando la muestra contra agua desionizada, finalmente se concentro a
2.4 mg/mL de proteina y se entregd al LDEM.

La muestra de SCM-quimopapaina dializada fue mezcladas en proporcion adecuada
(1:50,000, aproximadamente) con la matriz HCCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) y la
muestras preparadas mediante la técnica Dried Droplet aplicadas sobre una placa Ground
Steel. Se obtuvieron los espectros de masa en modo lineal positivo utilizando los métodos
LP_5-20 kDa. Previamente, el espectrdbmetro de masas fue calibrado externamente con
estandares de citrocromo C, (M+H)+ 12,361.96 Da, apomioglobina, (M+H)+ 16,952.27 Da, y
albumina, (M+H)+ 66, 429.09 Da.

3.1.2. Propiedades espectrales de quimopapaina purificada:
Espectros de fluorescencia y dicroismo circular (DC).

A. Espectros de fluorescencia.

Los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofluorémetro ISS
K2 (Urbana USA) equipado con un sistema de control de temperatura tipo peltier. Se utilizé
una celda de 1 cm de paso Optico, al efectuar las mediciones las muestras se mantuvieron en
agitacion magnética constante, a una temperatura de 25 °C. En todas las mediciones se utilizd
una rejilla de emision con un ancho de banda de 8 nm y una de excitacion de 16 nm.

Los espectros de emision de fluorescencia se registraron de 300 nm a 400 nm, con una
longitud de onda (A) de excitacion de 280 nm. En todos los ensayos, se reportan los espectros
de emision de fluorescencia normalizados con respecto al valor maximo registrado para
guimopapaina, previamente restando la sefial del amortiguador de pH. La concentracién de
SCM-quimopapaina fue de 0.1 uM en presencia de amortiguador de Tris-base 50 mM, NaCl
0.1 M, pH 7.4.
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B. Espectros de DC.

Los espectros de dicroismo circular (DC) en la region del UV-lejano de 190 a 250 nm se
obtuvieron en un espectropolarimetro JASCO J-715 (Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un
controlador de temperatura tipo peltier PTC-348WI. Los experimentos se realizaron a una
temperatura de 25 °C, empleando amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0. La
medicion se efectud a una concentracion de 0.1 mg/mL en una celda de 0.1 cm de paso éptico.
En el software del equipo se indico obtener el promedio de tres espectros. Para el tratamiento
de los datos se resto la sefial del amortiguador de pH y el espectro correspondiente se presenta

en elipticidad molar por residuo medio, [0]vwrw (ECuacion 3.1):

Ecuacion 3.1 Elipticidad molar por residuo medio, [0]mrw [47].

O] = 0 ,ps X 100 x MRW
MRW Cx 1

Donde: 0 s, la sefial de DC en grados; MRW, masa de residuo medio
(para quimopapaina es 108.4 g/mol); [, paso Optico de la celda en cm; C, es
la concentracion en g/mL.

3.2. Método de purificacion de cistatina de pollo (CEW).

La cistatina de pollo (CEW) fue purificada a partir de clara de huevo mediante la
modificacion de métodos previamente reportados por otros grupos de investigacion
[16,29,30,48-51] (ver Apéndice A).

La CEW esta presente en un 0.05% del contenido de proteina en clara de huevo [23], con
una concentracion de 60 pg/mL [27], se ha reportado ser estable a pH extremos [8] y
temperaturas altas [52]. Aprovechando estas propiedades, el método de purificacion de CEW
desarrollado en el presente trabajo involucra un tratamiento de pH y temperatura a la clara de
huevo, continuando con una cromatografia de afinidad y seguida de cromatografia de
exclusion molecular.
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3.2.1. Preparacion de clara de huevo.

El tratamiento que se le dio a la clara de huevo es descrito en el esquema de la Figura 3.3,
el procedimiento fue el siguiente: La clara de huevo fue homogenizada y diluida con un
volumen igual de solucién NaCl 0.1 M. Después de esta operacion, se ajusto el pH a 3.0 con
HCI 3.0 M, manteniendo la solucion en agitacion constante por una hora a 4 °C. La proteina
insoluble fue removida por precipitacion, centrifugando a 4000g por 30 min. Al sobrenadante
colectado se le ajusto el pH a 6.0 con NaOH 3.0 M y permaneci6 en agitacion constante por
una hora. La solucion resultante se calenté a 80 °C por tres minutos y se enfrié a temperatura
ambiente. La proteina insoluble fue removida por precipitacion (centrifugando a 4000g por 10
min) y ajustado su pH a 7.0. La concentracion de CEW contenida en el sobrenadante de clara
con tratamiento es de = 25 pg/mL, la cual es sometida a cromatografia de afinidad.

2.0 Kg de Huevo

(30 piezas). » ~1Ldeclara. |——
»/  Homogenizacion
volumen =~ 2 L.
1L de NaCl 0.1 M. l
Ajuste a pH 6.0. Precipitacion: |¢ Ajuste a pH 3.0.
l centrifugacion.
Tratamiento térmico: | Precipitacion: R Sobrenadante:
80 °C por 3 min. " centrifugacion. ”| Clara con tratamiento

volumen ~ 1.5 L.

Figura 3.3 Tratamiento de clara de huevo.
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3.2.2. Inmovilizacion de SCM-papaina sobre sefarosa 4B para
cromatografia de afinidad.

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en
una region definida, por ejemplo un soporte. Empleando el método de inmovilizacion
covalente con bromuro cianégeno (CNBr) activado en sefarosa (4B-CNBr) se inmovilizo
S-carboximetil-papaina (SCM-papaina).

La solucién de acoplante se prepard de la siguiente manera (Figura 3.4). Se pesaron 200
mg de extracto de papaina dos veces cristalizada (SIGMA, Lote: 43H7025) vy se efectud el
proceso de carboximetilacion del sitio activo como se describe en la Seccién 3.1, empleando
amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.0.

La purificacion de SCM-papaina se efectu6 mediante cromatografia de intercambio
cationico como se describe en la Seccién 3.1, utilizando amortiguador de fosfato de sodio
0.05 M, pH 6.0 y fosfato de sodio 0.05 M, NaCl 1.0 M pH 6.0 como soluciones eluyentes.

Las fracciones de SCM-papaina se concentraron y dializaron mediante ultrafiltracion en
presencia de amortiguador carbonato de sodio 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3. La solucion
resultante contiene 18 mg de SCM-papaina y es la solucién acoplante para continuar con el
proceso de inmovilizacién. La cuantificacion de SCM-papaina purificada se realizé con base
ensu A™ 5g00m 1cm = 25 (Especificacion de proveedor SIGMA).

Extracto de papaina.

\ 4

Didlisis y filtracion.

\ 4
Carboximetilacion.

Cromatografia de Didlisis y Concentracion
Intercambio catiénico. oor ultrafiltracion.

\ 4

Y
Solucion acoplante.

Figura 3.4 Preparacion de SCM-papaina (solucién acoplante).
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La preparacion de sefarosa se realiz6 como lo indica el protocolo del proveedor. Se
hidrataron 10 gramos de sefarosa 4B-CNBr liofilizada (SIGMA-ALDRICH, lote: 124k1654)
con 25 mL de HCI 1 mM (volumen final = 35 mL). El gel fue lavado por filtracion al vacio
con 1000 mL de HCI 1 mM, en un tiempo menor a 15 min.

La solucién acoplante y la sefarosa fueron mezcladas agitando constantemente 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 registrd la absorbancia del filtrado a 280
nm y se comparé con la lectura de la solucién acoplante.

La SCM-papaina no ligada de forma covalente (adherido en la superficie del gel) fue
eliminada efectuando un lavado con 200 mL de amortiguador NaHCO3; 0.1 M, NaCl 0.5 M,
pH 8.3. Para bloquear los grupos activos remanentes, el gel se resuspendié en 100 mL de
amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0, por 2 horas con ligera agitacion por rotacion, pasado
este tiempo el gel se filtro.

El gel de sefarosa-SCM-papaina fue sometido a tres ciclos de lavado por filtracion,
alternando el pH de 8.0 a 4.0. Para cada ciclo, se emple6 un lavado con 100 mL de
amortiguador acetato de sodio 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-
SCM-papaina, mediante un lavado por filtracion con 100 mL de amortiguador fosfato de sodio
50 mM, NaCl 0.5 M, Brij 35 1.0 %, pH 6.5.

3.2.3. Cromatografia de afinidad para la purificacion de CEW.

La cromatografia de afinidad se efectué por cromatografia en batch, ver Figura 3.5. La
determinacion de proteina ligada al gel de sefarosa reportada es de 0.6 mg de papaina/g de gel
[29]. La SCM-papaina inmovilizada (en 10 g de sefarosa) tiene una capacidad de retencion
tedrica de cistatina de = 3 mg. El gel de sefarosa-SCM-papaina se equilibré con amortiguador
de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0 y se mezcl6 con la solucion de clara con tratamiento. Se
hicieron tres lavados por filtracion a vacio con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM, Brij
35 0.1 %, pH 6.5. La CEW ligada a sefarosa-SCM-papaina fue desorbida con amortiguador
de fosfatos de sodio 50 mM, NaCl 50 mM, glicerol 1 %, pH 11.5. La solucidn de cistatina
obtenida fue ajustada a pH 7.0 y concentrada.



1.- Se adicioné 20 mL de clara con tratamiento,
mas 8 mL de gel (sefarosa-SCM-papaina) y se

2.- Se mezclé por 10 min

afor6 a 35 mL con A.3 (operacién fue realizada
en 8 tubos de 50 mL).

A

\ 4

con agitacion por rotacion.

\ 4

3.- El gel (en cada tubo) se resuspendié con

7.- El gel sefarosa-SCM-papaina el amortiguador indicado y se realizan
se equilibré con 10 mL de A.3. lavados por filtracion a vacio: a) 15 mL de
y A.5,b) 50 mL de A.4yc) 50 mL de A.3.

6.- El gel sefarosa-SCM-papaina se equilibro6
con lavados por filtracion a vacio con 30 mL

A 4

de amortiguador de pH en el siguiente orden: N
Al A2,AL A2, ALl A2yA4

4.- Se desabsorbi6 la cistatina
con 30 mL de A.6.

Amortiguadores de pH (NaN3 0.02 %, filtrado por 0.45 pum).

A.1 Acetatos 40 mM, NaCl 50 mM, pH 4.0.

A.2 Tris 40 mM, NaCl 50 mM, pH 8.6.

A.3 Fosfatos 0.2 M pH 7.0.

A.4 Fosfatos 30 mM, NaCl 50 mM, pH 7.0.

A.5 Fosfatos 25 mM, brij 35 0.1%, pH 7.0.

A.6 Fosfatos 40 mM, glicerol 0.1%, NaCl 50 mM, pH 11.7.

|

5. La solucion resultante
de cistatina se ajusto a
pH. 7.0.

Figura 3.5 Cromatografia de afinidad para la purificacion de CEW (Cromatografia en batch).

3.2.4. Cromatografia de exclusion molecular para la purificacion de CEW.

La solucion de cistatina resultante de la cromatografia de afinidad fue dializada con
amortiguador de fosfato de sodio 30 mM, NaCl 50mM, pH 7.0 y cargada en una columna
grado preparativo Superdex 200 HiLoad 16/60 GP (capacidad de separacion de 10 a 600
KDa). La fraccidn de interés se colectd y cargo en una columna Superdex 200 10/300 GL. La
fraccion identificada como CEW se concentré y dializo con amortiguador de fosfato de sodio
10 mM, pH 7.0. La concentracion de CEW fue calculada con base en su A% nm, 1cm = 8.7

[53], realizando la correccion por dispersion de luz [46].
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3.2.5. Ensayos de actividad inhibitoria y pruebas de pureza de CEW.

El ensayo de actividad inhibitoria consiste en probar de manera cualitativa que en
presencia de CEW hay inhibicion de la actividad hidrolitica de papaina. También se realizaron
dos pruebas de pureza: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil- sulfato
de sodio y se efectud el analisis con espectrometria de masas.

A. Ensayo de actividad inhibitoria de CEW.

Se probd la actividad inhibitoria de CEW maodificando el método colorimétrico descrito
por Barret (1981) [27], el cual se basa en la inhibicion de la actividad peptidasa de papaina
sobre el sustrato N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BApNA, marca SIGMA lote:119C-0415),
Figura 3.6.

NO,
H o]
LA T e Q18w
0

> 5T o
(CHa)3 (CHps
NH Hz0 NH
Cs X NH
NHz™ “NH NHy” CSNH -
N-benzoil-arginina-p-nitroanilida N-benzoil-arginina p-nitroanilina

(BApNA)

Figura 3.6 Representacion de la hidrolisis del sustratao BApNA por papaina.

La papaina fue incubada en un volumen de reaccion de 870 pL, a una concentracion de
4.6 a 12 uM vy activada con cisteina 0.5 mM, en presencia de amortiguador Tris-base 20 mM,
pH 8.0, a una temperatura de 40 °C. Se prepar6 una solucion stock de sustrato BApNA a una
concentracion de 3 mM disuelto en dimetil-sulfoxido (DMSO), la concentracién final de
sustrato en la celda de reaccion fue de 0.1 mM y de DMSO del 3% (v/v).

La cinética de reaccion se registrd a una longitud de onda de 410 nm, por 10 minutos,
empleando un espectrofotometro utravioleta-visible (Hewlett Packard, modelo 8453) equipado
con control de temperatura sistema peltier (Hewlett Packard, modelo 89090, empleando una
celda semimicro de 1 cm de paso 6ptico.
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B. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil - sulfato de sodio
(SDS-PAGE).

Se realizO SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes empleando un sistema de
amortiguador de pH discontinuo (Laemmli), bajo las especificaciones del proveedor BioRad
(Numero de Catalogo 165-8000). En este sistema las proteinas son desnaturalizadas por calor
en amortiguador conteniendo dodecil-sulfato de sodio (SDS) y 2-mercaptoetanol como agente
reductor. Se empled un gel de acrilamida bifasico, para el gel concentrador 4% (amortiguador
Trizma 0.5 M, pH 6.8) y para el gel separador 12% (amortiguador Trizma 1.5 M, pH 8.8),
como amortiguador de corrida (en la camara del electrodo) se utilizé Trizma 25 mM, glicina
19 mM, SDS 1%. La electroforesis se realizd aplicando un voltaje de 180 volts.

C. Espectrometria de masas.

La preparacion de la muestra de cistatina purificada para analizarla mediante
espectrometria de masas se realiz6 como se indica en Seccion 3.1.1.B. La muestra se
concentré a 1.8 mg/mL de proteina y se entregd al LDEM. Los espectros de masa se
obtuvieron en modo lineal positivo utilizando el método LP_20 40 kDa y empleando los
estandares sefialados en Seccion 3.1.1.B.

3.2.6. Propiedades espectrales de CEW purificada: Espectros de
fluorescencia y dicroismo circular (DC).

A. Espectros de fluorescencia.

Los detalles del equipo y condiciones de operacion para la obtencién de los espectros de
fluorescencia se indican en la Seccion 3.1.2.A. La concentracion de CEW fue de 0.12 uM en
presencia de amortiguador Tris-base 50 mM, NaCl 0.1 M, pH 7.4.

B. Espectros de DC.

Se obtuvieron los espectro de dicroismo circular como se indica en la Seccién 3.1.2.B,
usando una masa de residuo medio (MRW) de 113.3 g/mol.



25

3.3. Métodos espectroscopicos.

3.3.1. Espectros de absorbancia en la region UV-Visible y dicroismo circular

(DC) en la region UV-lejano en el intervalo de pH de 3.5 a 10.0, a 25 °C.

Los espectros de absorbancia para SCM-quimopapaina y CEW se obtuvieron en un
espectrofotometro utravioleta-visible (ver detalles del equipo en Seccién 3.2.5.A) empleando
una celda de 1 cm de paso Optico. Las mediciones se realizaron en la region de 250 a 350 nm,
a una concentracion de 0.3 mg/mL y 25°C.

Se obtuvieron los espectros de dicroismo circular (DC) para SCM-quimopapaina y CEW
en la region de UV-lejano de 190 a 250 nm, los detalles instrumentales y tratamiento de datos
se efectuaron como se indican en la Seccion 3.1.2.B. Las mediciones se realizaron a una
concentracion de 0.1 mg/mL a una temperatura de 25°C, en el tratamiento de datos se emple6
una MRW de 108.4 g/mol para quimopapaina y 113.4 g/mol para CEW.

Las mediciones de absorbancia y DC se realizaron en presencia de los siguientes
amortiguadores de pH a una concentracién de 50 mM: Formiato de sodio (pH 3.5), acetato de
sodio (pH 4.5), MES (pH 5.5), fosfato de sodio (pH 6.5, 7.5), Tris-base (pH 8.0, 8.5) y glicina
(pH 9.0, 9.5, 10.0).

3.3.2. Determinacion de la constante de disociacion (K;) por medio del

método de titulacion fluorimétrica del sistema SCM-quimopapaina-CEW.

La Ky del sistema SCM-quimopapaina—CEW se determind mediante el método de
titulacion fluorimétrica. Los valores registrados de intensidad de emision de fluorescencia que

acompafian la interaccion de SCM-quimopapaina y CEW en la titulacién fueron evaluados en

el modelo matematico de unidn bimolecular (ecuacion 3.2). La variable independiente es %

y las variables obtenidas experimentalmente son Fp, F. y F),. Realizando una regresién no
lineal, se determind el valor de los parametros Ky y a (constante de apagamiento), usando el
programa Origin Pro 8.6.
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Ecuacion 3.2 Modelo matematico de unién bimolecular para determinar K.

La deduccion de esta expresion es presentada en Apéndice C.

y=fetfezfu _ 2 {(1+ \/[1+ )\ ]}
Fp 2 P] [P]

Donde: Fp , fluorescencia de SCM-quimopapaina libre (considerando efectos de

dilucién); F- , fluorescencia de CEW libre (titulacion de amortiguador de pH); Fy,
fluorescencia de la mezcla de SCM-quimopapaina y CEW; a , parametro que indica el
valor asintético Y cuando se alcanza la saturacion de la enzima; K;, constante de
disociacion en el equilibrio; [P], concentracion de SCM-quimopapaina total en la celda
reaccion; [C], concentracion de CEW total en la celda reaccion.

Los experimentos de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorometro ISS K2 (ver
detalles en Seccién 3.1.2.A).

Los espectros de emision de fluorescencia se registraron de 300 nm a 400 nm, con una
longitud de onda (X) de excitacion de 280 nm. Las concentraciones de SCQ-quimopapaina y
CEW fueron de 0.1 uM y 0.12 pM, respectivamente.

La titulacion fluorimétrica se realizé adicionando volimenes sucesivos (2-5 pL) de CEW
con una concentracion de 9-11 uM a 2 mL de una solucién de SCM-quimopapaina 0.1 uM, de
manera paralela esta operacion se realiz6 titulando 2 mL de amortiguador de pH hasta la
misma concentracion final de CEW. Las mediciones de intensidad de emision fluorescencia se
efectuaron a la longitud donde se presenta el maximo de emision de la diferencia de los
espectros de las proteinas libres y de la mezcla ( Fp + F — Fy, ), para cada valor de pH,
aplicando una A de excitacion de 280 nM.

Las titulaciones se realizaron en los siguientes amortiguadores de pH 50 mM, NaCl
0.1 M: MES (pH 6.0), PIPES (pH 6.5), fosfato de sodio (pH 7.0, 7.4), Tris base (pH 7.2, 7.4,
7.6, 7.8, 8.0, 8.5, 8.8), borato de sodio pH (9.0) y glicina (pH 9.0, 9.2, 9.5, 10.0). También se
realizaron titulaciones con fuerza iénica de 0.01 M en los siguientes amortiguadores: formiato
de sodio 26 mM (pH 3.5), acetato de sodio 26 mM (pH 4.5), MES 60 mM (pH 5.5), MES
26 mM (pH 6.0) y MES 16 mM (pH 6.5).
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3.4. Métodos computacionales.

3.4.1. Modelado de la interaccion quimopapaina con CEW y simulaciones
con Dindmica Molecular (MD).

Se construy6 un modelo atdbmico mediante acoplamiento molecular (docking) partiendo
de la estructuras de las proteinas libres (quimopapaina: PDB cddigo 1YAL,; cistatina de pollo:
PDB cddigo 1A67) y empleando el servidor pyDockWeb [54]; el grupo tiometil de Cys™ y
Cys'’ de la estructura de la enzima fue previamente removido. Se empled la versién
restrictiva de pyDock (RST), la cual permite imponer restricciones sobre posibles contactos
interfaciales.

Para llevar a cabo el modelado por reconocimiento molecular (docking) del heterodimero
quimopapaina—CEW, el modelo atémico del complejo homologo papaina—estefina B (PDB
coédigo 1STF) [22] se empled como plantilla para establecer las restricciones requeridas en el
servidor pyDock (RST). En base a un alineamiento de la secuencia de aminoacidos
respectivamente entre las enzimas (quimopapaina y papaina) y los inhibidores (cistatina de
pollo y estefina B) se establecieron como posibles residuos en contacto los siguientes: Para
quimopapaina N*8, E®, G®, A%, c%, G&, C%, K*, G%, G®, Y* y Q'*; Para cistatina de
pollo: G91 AlO, Pll, Q53, L54, V55, g6 y G

Los modelos obtenidos con mayor puntuacion fueron superpuestos a la estructura
cristalogréafica del complejo papaina—estefina B, y se procedié a calcular su desviacion del
valor cuadratico medio (RMSD) respecto a la posicion de los carbonos alfa (C,). EI modelo
con el més bajo RMSD fue seleccionado como estructura de inicio para continuar con un
refinamiento con simulacion de dindmica molecular.

Las simulaciones con dindmica molecular (MD, por las siglas de molecular dynamics),
fueron realizadas empleando el software GROMACS 4.5.4 [55] implementando el campo de
fuerza OPLS [56]. EI modelo quimopapaina—CEW fue colocado en el centro de una caja
dodecaédrica periodica, con 10 A entre la estructura del complejo y el borde de la caja. Se
requirieron un total de 24899 moléculas de agua TIP3P para llenar la caja, y 12 iones cloruro
para neutralizar la carga neta de la proteina. Previo a las simulaciones de MD, el sistema fue
relajado por minimizacion de energia, seguida por 100 ps de equilibrio térmico restringiendo
la posicion de los &tomos pesados de proteina con una constante de fuerza armonica de 1000
KJ mol™ nm™. La simulacién MD fue realizada empleando un conjunto NPT a 300 K y 1.0 bar
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por 100 ns. El algoritmo LINCS fue aplicado para restringir la longitud de todos los enlaces
covalentes [57], empleando un paso de tiempo de 2 fs. Para las interacciones de corto alcance
y de van der Waals se aplicé un radio de corte de 1.2 nm, mientras que las interacciones
electrostéaticas de largo alcance fueron tratadas con el método de PME (Particle Mesch Ewald)
[58].

Una vez obtenido el modelo del complejo quimopapaina—cistatina, se procediéo a
identificar en la interfase los residuos ionizables (Asp, Glu, Tyr, Cys, His, Lys y Arg) a un
radio de corte < 5.0 A entre el residuo y la cadena opuesta. Los estados de ionizacion de los
grupos protonables presentes en la cadena de proteina libre y asociada se establecieron
utilizando el valor de pK, estimado por PROPKA [59]. El programa NACCESS fue usado con
un radio de prueba de 1.4 A para calcular el 4rea de superficie accesible al solvente para cada
residuo en las proteinas separadas (% SSA®) y asociada (% SSA®) [60].

3.4.2. Calculo de la energia electrostatica de union para el complejo
guimopapaina-CEW.

El célculo de la energia de union electrostatica (4Gpeiec) del complejo bimolecular se
realiz6 asumiendo una conformacion rigida [33]. En el diagrama termodinamico de union
presentado en la Figura 3.7, se ilustra la asociacion en términos de transferencia de energia
libres a partir de un entorno dieléctico homogéneo (donde las interacciones son descritas por la
ley de Coulomb) a un entorno dieléctrico heterogéneo con diferentes constantes dieléctricas en
la proteina y en el solvente [61].

La energia de union electrostatica (4Gpelec) €5 Obtenida a partir de la suma de dos
componentes: la energia de solvatacion (44Gs) Y la energia Coulombica (44Gcou). Ambas
energias para la union de quimopapaina y CEW fueron determinadas usando el programa
Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) [61], como se describe previamente por Lira-De
Ledn et al. (2013) [62]. Los estados de protonacion de los residuos ionizables se asignaron con
PROPKA [59] a los diferentes valores de pH en estudio, empleando el campo de fuerza
PARSE [63] para asignar el radio ionico y las cargas atomicas. Los parametros de la proteina
fueron obtenidos con el servidor PDB2PQR [64], empleando una constante dieléctrica de 78.0
y 4.0 para el agua y la proteina, respectivamente.
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3 +

Figura 3.7 Diagrama termodinamico que ilustra el procedimiento estandar para calcular la
contribucion electrostatica a la energia libre de union de dos moléculas con cuerpo rigido.
A) La contribucién de la energia de solvatacion (44Gs,,) involucra los pasos 4 y 2 definida por:
AAGgoy = AG4 - AG; = AGgoy ™™™ — (AGson ™ "+ A Geory ™).
B) La contribucién de energia Coulombica (AAG.,) esta dado por 1:
AAGeoy = -AG; = AGeou™ ™ — (AGeou ™ T+ A Geou ™ ).
C) La energia libre de union esta descrita por el paso 3:
AGp elec = -AG3 = AG,— (4G, + AGy).

3.4.3. Comparacion de la interfase del modelo quimopapaina-CEW con
estructuras homalogas cisteinproteasa—cistatina.

La composicion de la interfase del modelo quimopapaina cistatina de pollo fue comparada
con seis estructuras homologas cisteinproteasa—cistatina: papaina—CEW, papaina—estefina B?,
catepsina B-estefina A", catepsina H—estefina A°, catepsina L-estefina A, catepsina V—
estefina  A°. Se construyd la estructura del heterodimero papaina—cistatina de pollo por
modelado de homologia empleando el programa MOE, utilizando como plantilla la estructura
del modelo Quimopapaina—CEW. Para los otros complejos, se usaron las estructuras
cristalograficas obtenidas de Protein Data Bank con los codigos de identificacion: *1STF,
°3K9M, “INBS5, 93K SE, ®3KFQ. Se obtuvieron los archivos PDB y borraron los heteroatomos
(iones y moléculas de agua) y cadenas adyacentes contenidas en los archivos cristalograficos.
Posteriormente, estas estructuras se sometieron a una minimizacion de energia con el campo
de fuerzas YASARA, enviando las estructuras al servidor YASARA Energy Minimization
[65].
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En las estructuras en comparacion se identificaron los residuos ionizables localizados en
la interfase tomando como criterio un radio de corte de 5.0 A de cualquier atomo de la cadena
opuesta en la interfase, esta exploracion de la interface se realizdé con el programa VMD
(Visual Molecular Dynamics). Las propiedades estructurales de la interfase a comparar fueron
la presencia de puentes de hidrogeno a través de la interfase (Nyg), pares ionicos a través de la
interfase (Njp) y Area de superficie de contacto, calculada como el cambio en el 4rea de
superficie accesible al solvente entre el heterodimero y la suma de las proteinas libres usando el
programa NACCESS [60].

3.5 Modelo modificado de transferencia de protén vinculado a la

asociacion: MPLM (Crnogorac et al., 2001).

El fenédmeno de la dependencia del pH en la asociacién de quimopapaina con CEW se
estudio con el modelo modificado de union vinculado a la trasferencia de proton (Crnogorac
et al., 2001) [34], designado en el presente trabajo como modelo MPLM (por sus siglas en
inglés, Modified Proton-Linkage Model). El procedimiento consiste de tres partes.

A) EIl primero consiste en determinar la dependencia de la constante de asociacion (Kp)
con respecto a la variacién de pH, lo cual se consiguio con la determinacion de la Ky a
diferentes valores de pH (ver, Seccién 3.3.2).

B) En la segunda parte, a partir de un modelo molecular construido con MD (ver, Seccion
3.4.1) se identificaron los residuos ionizables en la interfase del heterodimero proteina—
inhibidor y se estimaron sus valores de pK,, tanto en la proteina en la forma asociada
(pKE) como en las proteinas libres (pK3) utilizando el programa PROPKA [59]. Los
residuos que presentaron un comportamiento similar en sus valores de pK,en la forma
libre y asociada se agruparon en grupos isoacidicos (composite pKj) [34].

C) En la tercera etapa, se procedié a evaluar los valores de pKS y pKj3 (predichos por
PROPKA) en la ecuacién del modelo MPLM (Ecuacion 3.3), para obtener curvas que
describieran el perfil de los datos experimentales de Ky con respecto al cambio de pH.
Se realizaron simulaciones de las curvas resultantes de las combinaciones de tres
grupos de residuos isoacidicos, en el intervalo de pH de 2 a 12, con el software
Wolfram Mathematica 9. Una vez identificada la posible combinacion de grupos
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isoacidicos, se procede a realizar el ajuste de los datos experimentales de K;, obtenidos
a los diversos valores de pH al modelo MPLM con el software Origin Pro 8.6.

Ecuacién 3.3 Ecuacion del modelo MPLM (detalles de la derivacién ver apéndice D).

M Pi —pH1-a) 1 0-3M . ) my pKE
1o XFL [107PH] 4 107 2k=1 Xk e PRay

Ky = Ko , j M s
Z?iOZ?;l[lO_pH]_ai 10~ Zke1 Xig ™k PG,

Donde: K, es la constante de union; Ko, es la constante de union en el estado
completamente protonado; M, es el nimero de grupos isoacidicos indexados por k; pK,,
constante de disociacion &cida de los residuos en la interfase del heterodimero: pK;
para la proteina en la forma separada o libre y pK¢ para la forma combinada o asociada;
El indice i (i < M)y j representan el nimero de residuos isoacidicos en el estado

desprotonado y protonado, respectivamente; a{ es el nimero de protones disociados a

partir de la proteina; xl’k puede tomar el valor de 1 o 0 dependiendo si el sitio i es

protonado o0 no; m es el nimero de residuos que constituyen el grupo isoacidico.

En el proceso de asociacion de las proteinas en estudio puede estar presente la liberacion
o captacion de H*. ElI nimero promedio de H* (q) estd dado por la ecuacion 3.4, valores
positivos y negativos de q corresponden a liberacion y captacion, respectivamente, de iones H”
bajo la asociacion de las proteinas en estudio.

Ecuacion 3.4 Numero de iones H* (q) transferidos a partir del sistema de
estudio hacia el amortiguador de pH.

dlogk _

dpH

Donde: g es el nimero de H* liberados o captados bajo la asociacion;
K, constante de unidn calculada experimentalmente; pH, logaritmo negativo
de la concentracion de protones.
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4. RESULTADOS.
4.1. Purificacion de SCM-quimopapaina.

Mediante cromatografia de intercambio catidnico es muy fécil identificar la SCM-
quimopapaina. En un cromatograma tipico de la elucion de proteinas contenidas en la
preparacion de quimopapaina (Figura 4.1) se resuelven tres zonas de elucion. La zona |
corresponde a la elucién de papaina y proteinas no unidas a la columna, la zona Il a
quimopapainas y la zona Ill a caricainas. La proteina de interés eluye en la zona de
quimopapainas, en esta region se han identificado dos picos correspondientes a quimopapaina
Ay quimopapaina B [11,44].
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Figura 4.1 Cromatograma de extracto de quimopapaina. Cromatografia de intercambio
cationico: columna Mono S 5/50 GL, amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0.
El area sombreada en color gris indica la fraccién de quimopapaina colectada

La quimopapaina es una proteina que existe en multiples formas (natural y otras que
sufren modificaciones durante la preparacion comercial de latex) [11], la forma A es la
proteina de interés (ver Seccion 3.1). En el cromatograma presentado en la Figura 4.1, se
indica la fraccion colectada de quimopapaina (area en tono gris) para realizar los experimentos
con espectroscopia UV-Visible, DC y fluorescencia. El rendimiento de purificacion de SCM-
quimopapaina a partir del extracto comercial fue del 10 %.
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En el cromatograma presentado en la Figura 4.2, se aprecia la elucién de un pico bien

definido, resultado de la cromatografia de la fraccion de SCM-quimopapaina A.
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Figura 4.2 Cromatograma de SCM-quimopapaina. Cromatografia de intercambio
cationico: columna Mono S 5/50 GL, amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0.

El resultado de la espectrometria de masas de la SCM-quimopapaina, ver Figura 4.3, muestra

una molécula con una masa de 23749.3 Da que corresponde a la masa molecular de
SCM-quimopapaina (23752 Da).
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Figura 4.3 Espectro de masas MALDI-TOF de la SCM-quimopapaina (usando HCCA como
matriz). El espectro se obtuvo en modo lineal positivo y no fue resuelto el patron isotopico.



34

4.1.2. Propiedades espectrales de SCM-quimopapaina purificada.

La quimopapaina contiene cuatro triptéfanos (W', W' y W*®  |ocalizados en el dominio
R de la molécula y el W?® en el dominio L, ver Figura 1.3) y 15 tirosinas. En la Figura 4.4-A
se presenta un espectro tipico de emision de fluorescencia de SCM-quimopapaina, el cual
exhibe un méximo alrededor de 330 nm.

El espectro de DC en la region UV-lejano de SCM-quimopapaina (Figura 4.4-B) exhibe
un minimo a una longitud de onda de 208 nm (~ -6800 deg cm? dmol™) y uno mas prominente
alrededor de 222 nm (~ -9900 deg cm? dmol™), indicio de la presencia de a-hélice. Estos
resultados coinciden con los reportados por Solis-Mendiola et al. (1989,1992) [44,66].
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Figura 4.4 Propiedades espectrales de SCM-gquimopapaina. (A) Espectro de emision de
fluorescencia (por ejemplo, concentracion de enzima 0.1 pM, amortiguador de pH 7.4,
Tris-base 50 mM, NaCl 0.1 M y 25 °C). (B) Espectro de DC de SCM-quimopapaina en la
region UV-lejano (por ejemplo, concentracion de enzima 0.1 mg/mL, amortiguador de
pH 7.5, fosfato de sodio 50 mM y 25 °C).
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4.2. Purificacion de CEW.

Se logré purificar cistatina a partir de clara de huevo de pollo con el método de
purificacion desarrollado en el presente trabajo. EI método implementado consiste en tres
etapas (ver Figura 4.5): a) Tratamiento de clara de huevo (Seccién 3.2.1), b) Cromatografia de
afinidad (Seccion 3.2.3) y ¢) Cromatografia por exclusion molecular (Seccion 3.2.4).

A. Tratamiento de clara de huevo de pollo:
1. Tratamiento con pH (pH 3.0, pH 6.0).
2. Tratamiento térmico (calentamiento a 80° C).

\ 4
B. Cromatografia de afinidad sobre sefarosa— SCM-papaina:

1. Cromatografia en batch.

\ 4
C. Cromatografia de Exclusion Molecular empleando un sistema FPLC:

1. Columna Sephadex 200 HiLoad 16/60 GP.
2. Columna Sephadex 200 10/300 GL.

Figura 4.5 Método de purificacion de cistatina a partir de clara de huevo de pollo.

El rendimiento de purificacion de CEW a partir de clara de huevo fue del 8.5 %. El valor
fue obtenido por lote de clara de huevo procesado, cada lote consistio en procesar la cantidad
de 30 piezas de huevo, de los cuales se obtuvieron aproximadamente 2.1 mg de cistatina pura.

En las etapas intermedias de purificacion de cistatina no me fue posible cuantificar con
precision la cantidad de cistatina de interés y determinar su pureza. Por tal motivo, solo se
presenta el rendimiento al final de la purificacion.

En el método convencional de purificacion de cistatina, se obtienen rendimientos del
orden del 20 %, la mayor pérdida de cistatina en las estepas de purificacion ocurre durante la
cromatografia de afinidad [51].
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En la Figura 4.6 se presenta un cromatograma tipico de la elucién de la solucién de
cistatina concentrada obtenida de cromatografia de afinidad a través de una columna de
exclusion molecular. Tanto el pico A como la zona de elucion resaltada en el inserto presentan
actividad inhibitoria de cisteinproteasas (Prueba de actividad inhibitoria Seccion 3.2.5.A). La
fraccion de interés se encuentra en la elucion del pico B, la fraccion colectada es sefialada en

el inserto como la fraccion D.

La fraccion D fue concentrada y cargada en una columna de exclusion molecular grado
analitico. La fraccion A indicada en la en Figura 4.7 (cromatograma tipico) corresponde a la

cistatina de pollo purificada.
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Figura 4.6 Cromatograma de exclusion molecular de la solucién de cistatina obtenida
de la cromatografia de afinidad. Columna de exclusién molecular Superdex 200 HiLoad
16/60 GP, amortiguador de elucion de fosfato de sodio 30 mM, NaCl 50mM, pH 7.0;
A, Indica el pico de elucion de proteina con masa molécular aproximada de 40 KDa;
B, Indica el pico de elucion de proteina con masa molécular aproximada de 13 KDa;
C, indica la zona donde se capturd el inserto; D, Fraccion colectada de interés.
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Figura 4.7 Cromatograma de exclusién molecular de CEW. Columna de exclusion
molecular Superdex 200 10/300 GL, amortiguador de elucion de fosfato de sodio 30 mM,
NaCl 50mM, pH 7.0; A, indica la fraccion de interés, correspondiente a CEW.

4.2.1. Ensayos de actividad inhibitoria y pruebas de pureza de CEW.

Se logro estandarizar el método colorimétrico BApNA [27] para verificar la actividad
inhibitoria de cistatina. Las cinéticas de hidrolisis de sustrato BApNA por papaina presentan
linealidad a concentraciones de 4.6 a 12 uM de enzima a partir de 2.5 min en cinéticas de 10
minutos (Figura 4.8.A), en las condiciones del ensayo (Seccién 3.2.5.A).

Los ensayos realizados en presencia y ausencia de CEW, s6lo nos dieron informacién
cualitativa de la presencia o ausencia de inhibicion (Figura 4.8.B).

Como parametro de comparacion en estos experimentos de inhibicion, se calcul6 el
cambio en la velocidad de formacion de producto (AV) como: AV=Vi/V,, donde, Vo y V;j son
las velocidades de formacion de producto en cinéticas de hidrélisis de BApNA en ausencia y
presencia de CEW, respectivamente (ver ejemplo, Figura 4.8.B). Cuando AV es igual a 1, no
se presenta inhibicion y cuando se obtiene un valor entre 1 y 0, se puede determinar el
porcentaje de papaina inhibida. Estos experimentos de inhibicién se realizaron con papaina
comercial parcialmente purificada, por tal motivo, no se presentan calculos de parametros

cinéticos de inhibicion.
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Figura 4.8 Cinéticas tipicas de la hidrélisis de sustrato BApNA por papaina. a) Cinéticas
de hidrélisis de sustrato a diferentes concentraciones de papaina. b) Cinéticas de hidrdlisis
de papaina: V indica la velocidad de formacién de producto (pNA), el subindice 0 indica
ausencia de cistatina, el subindice 1, 2 presencia de cistatina y subindice 3 un exceso
molar de cistatina con respecto a la cantidad de papaina.

En la Figura 4.9 se presenta el gel resultado de la electroforesis (SDS-PAGE) de CEW
después de ser pasada por la columna de exclusion molecular (Superdex 200 10/300 GL), se
observa una banda de peso molecular aparente de 14.4 KDa correspondiente a la CEW. Este
resultado ya se ha reportado por otros grupos de investigadores [27,29].
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' Figura 4.9 Gel de electroforesis SDS-PAGE
de CEW (12%, tincion con azul coomassie).

Carril A, cistatina de pollo purificada.
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El resultado de la espectrometria de masas de CEW (Figura 4.10) revel6 la presencia de
una molécula con masa de 12167.1 Da y una sefial correspondiente a 24314.4 Da. La primera
corresponde a la masa molecular de cistatina de pollo cortada en el extremo amino terminal
(G, determinado a partir de la secuencia de estructura primaria (resultado ya reportado por
otros grupos de investigadores [19]). La segunda sefial corresponde a una pequefia fraccion de
cistatina que se encuentra en forma dimérica, no hay informacion reportada al respecto.
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Figura 4.10 Espectro de masas MALDI-TOF de CEW (usando HCCA como matriz).
El espectro se obtuvo en modo lineal positivo y no fue resuelto el patron isotdpico.
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4.2.2. Propiedades espectrales de CEW purificada.

El espectro tipico de emision de fluorescencia de CEW es presentado en la Figura 4.11.A,
exhibe un maximo cercano a 325 nm. La molécula de CEW contiene en su estructura un
triptéfano (W', ver su localizacién en Figura 1.5) y cinco tirosinas.

El espectro de DC en la region UV-lejano de CEW (Figura 4.11.B) exhibe un minimo a
una longitud de onda de 208 nm (~ -7000 deg cm dmol™) y un ligero hombro alrededor de
222 nm (~ -5600 deg cm dmol™), elementos que indican que la molécula est4 compuesta de

estructura a-hélice y/o hojas B. El espectro tiene una forma similar a la reportada por Lindahl
et al. (1988) [30].
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Figura 4.11 Propiedades espectrales de CEW. (A) Espectro de emision de fluorescencia
(por ejemplo, concentracion de cistatina 0.1 uM, amortiguador de pH 7.4, Tris-base 50 mM, NaCl
0.1 My 25°C). (B) Espectro de DC de CEW en la region UV-lejano (por ejemplo, concentracion
de cistatina 0.1 mg/mL, amortiguador de pH 7.5, fosfato de sodio 50 mM y 25 °C).
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4.3. Cambios espectroscopicos que acompainan la interaccion de
CEW y SCM-quimopapaina a diferentes valores de pH, a 25 °C.

4.3.1. Cambios espectrales en absorbancia en la region UV-visible y DC en
la regidon UV-lejano a pH de 3.5 a 10.0.

Los espectros de absorbancia en la region ultravioleta-visible cercano de SCM-
quimopapaina (Figura 4.12.A) y CEW (Figura 4.12.B), a valores de pH de 3.5 a 9.0 presentan
un espectro tipico de proteina, ambos exhiben un maximo en 280 nm. La exploracion de los
espectros (en ambas proteinas) en el visible cercano no muestra evidencia de la presencia de
grupos cromoforos prostéticos (grupos de naturaleza no proteica) y no se presenta sefial de
absorbancia por arriba de 320 nm [47,67].

Los espectros de SCM-quimopapaina (Figura 4.12.A) y CEW (Figura 4.12.B) a valores de
pH de 9.5 y 10.0 respectivamente, exhibe un ligero ensanchamiento notorio con respecto al
espectro a pH 7.5, este efecto es resultado del cambio en el entorno de los grupos croméforos
(Tyr y Trp) presentes en la respectiva estructura de SCM-quimopapaina y CEW. La completa
ionizacion de tirosina causa el tipico corrimiento batocrémico (corrimiento del maximo de
absorbancia a 290 nm) [67], ausente en los espectros obtenidos.
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Figura 4.12 Efecto del pH sobre los propiedades espectrales de SCM-quimopapaina y
CEW: Espectros de absorbancia en el la regién UV cercano (250-350 nm, 0.3 mg/mL y 25°C)
de SCM-quimopapaina (A) y CEW (B) y a diferentes valores de pH (ver Seccion 3.3.1).
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Analizando la razén de la medicién a 280 nm (A?%) con respecto a 260 nm, A%/ 20 y 3
292 nm, A%/ 22 3 valores entre pH 3.5 y 9.0 (valores de la Tabla 4.1), se obtiene para
quimopapaina; A%° /260 = 189 + 0.047 y para A?®°/ 22 = 202 + 0.022. Estos valores son
comparables con los reportados para pH de 2.1 a 7.38 [67], para los cuales se obtiene la razon
de 1.95 + 0.056 y 2.08 + 0.114. Cuando ocurre el fenémeno batocrémico originado por la
ionizacion de tirosina para quimopapaina pH 13.0 [67] se registra a Abs?*°/2%°= 0,700 y para
Abs?® /22 = 0.936. Con respecto a cistatina no encontré en la bibliografia consultada

parametros para comprar los resultados obtenidos.

Con respecto a las mediciones de absorbancia a valores de pH 9.5 y 10.0 se presentan
ligeras sefiales de que el entorno de los grupos cromaéforos esta cambiando, posiblemente a la
ionizacion de Tyr. Sin embargo, no se aprecia un cambio en la mediciéon a 280 nm (punto
isosbéstico) para ambas proteinas (ver Figura 4.12). Por lo tanto, para ambas proteinas no es
necesario corregir el coeficiente de extinciobn molar para determinar la concentracion de
proteina a los diferentes valores de pH.

Tabla 4.1 Razon de la medicion de absorbancia en UV de proteinas
(AbSZBO /260 y AszBO / 292)

H SCM-quimopapaina CEW
p Abg280/ 260 Abs280/292 | Apg280/260  p}c280/292
3.5 1.874 2.031 1.611 2.559
4.5 1.883 2.032 1.606 2.528
55 1.926 2.030 1.515 2.479
6.5 1.901 2.026 1.578 2.447
7.5 1.956 2.026 1.805 2.586
8.0 1.848 1.991 1.470 2.440
8.5 1.823 1.974 1.456 2.423
9.0 1.945 2.020 1514 2.320
9.5 1.595 1.795 1.129 1.953
10.0 1.399 1.693 1.041 1.636
(35- 9.0)1 1.89 + 0.047 2.02+0.022 | 1.57£0.112 | 2.47 £0.085

Donde: ! Intervalo de pH en que se efect(io el andlisis estadistico; la
incertidumbre representa la desviacion estdndar de las mediciones; Abs,

absorbancia, el superindice indica la longitud de onda de las mediciones .



43

Los espectros de DC en la region UV-lejano o amida (170-250 nm) correspondientes a
quimopapaina y CEW se presentan en la Figura 4.13 y Figura 4.14, respectivamente. Los
espectros de DC de quimopapaina (Figura 4.13) no exhiben diferencias considerables con
respecto al espectro obtenido a pH 7.5, tanto en la magnitud de la sefial como en la posicion de
los dos minimos (208 nm y 222 nm). En el caso de los espectros de DC de CEW (Figura 4.14)
presentan pequefias diferencias en magnitud, la localizacion del minimo a 208 nm
(identificado a pH 7.5) no presenta corrimiento a otra longitud de onda en los diversos valores
de pH.
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Figura 4.13 Espectros de CD de SCM-
quimopapaina en la region UV lejano

Figura 4.14 Espectros de CD de CEW en
la region UV lejano (190-250 nm) a
(190-250 nm) a diferentes valores de pH diferentes valores de pH (ver Seccion 3.3.1).

(ver Seccidn 3.3.1).



44

Los espectros correspondientes a quimopapaina y CEW, presentados en la Figura 4.13 y
4.14, fueron analizados con el software DicroProt 2000, (empleando el método CONTIN [68]),
los resultados son presentados en la Tabla 4.2. No se detectaron cambios relevantes en la
composicion de estructura secundaria en ambas proteinas a los diferentes valores de pH
analizados. Los mayores cambios se presentan en CEW a pH de 10.0, en base al andlisis hay

un mayor ordenamiento de estructura hoja p.

Tabla 4.2 Estructura secundaria de SCM-quimopapaina y CEW a diferentes valores de
pH (andlisis efectuado con el método CONTIN).

pH Hélice (%) Hojap (%) Remanente (%) Factor [01, /I6]

SCM-quimopapaina®

35 24+23 244+ 29 52+ 25 1.007 0.759
45 25424 22+ 3.0 52+ 2.6 1.010 0.760
55 28+39 14+ 6.4 57 + 4.7 1.003 0.756
65 24+24 23+3.0 53+ 2.6 1.008 0.737
75 23+24 24+ 3.0 53+ 26 1.007 0.696
80 27+4.1 15+ 6.9 59+ 5.0 1.003 0.649
85 23+24 24+ 3.0 53+ 26 1.004 0.607
9.0 24+23 24+ 3.0 52+ 2.6 1.007 0.712
95 22+37 24+ 6.5 54 + 4.7 0.999 0.697
10 22+3.9 27 + 6.7 51+ 4.9 0.999 0.666
CEW"
35 21+18 27+ 2.7 52+ 23 1.014 1.102
45 17+15 31+25 52+ 2.1 1.007 1.133
55 18+ 1.5 30+ 25 51+ 2.1 1.010 1.163
65 16+ 1.3 33+23 51+ 2.0 1.001 1.214
75 15+0.8 35+1.2 50+ 1.4 0.952 1.244
80 10+1.9 38+ 4.0 51+ 3.0 0.997 1.354
85 11+1.3 36 +2.3 52+ 2.0 0.987 1.275
9.0 11+1.0 39420 50 + 1.8 0.970 1.424
95 13+1.2 36+ 2.2 51+ 1.9 0.987 1.275
10 19+4.1 52 + 8.0 29+7.9 0.995 1.122

®Andlisis de espectros de DC presentados en Figura 4.13;
®Andlisis de espectros de DC presentados en Figura 4.14.
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4.3.2. Cambios espectrales en fluorescencia que acompaiian la interaccion de
SCM-quimopapaina y CEW: Constante de unién (K,) como funcion de pH.

Los espectros de emision de fluorescencia fueron registrados de 300 a 400 nm. Todas las
mediciones de fluorescencia se realizaron con a una longitud de onda de excitacion de 280 nm,
con la cual se excita a los fluoroforos intrinsecos tirosina y triptéfano. La quimopapaina
contiene en su estructura cuatro Trp y quince Tyr; por su parte, la CEW contiene un Trp y
cinco Tyr.

En la Figura 4.15 se presenta un ejemplo de espectros de emision de fluorescencia en
condiciones de pH acido (Figura 4.15-A) y en condiciones de pH alcalino (Figura 4.15-B). La
posicion del méximo de emision de fluorescencia en los distintos amortiguadores y sus
diversos valores de pH (ver Seccidén 3.3.2) dependera de la polaridad del entorno y la
movilidad del fluoréforo [69,70].
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Figura 4.15 Fluorescencia intrinseca de SCM-quimopapaina y CEW. Por ejemplo, en presencia de

amortiguador de pH 4.5 con fuerza ionica 0.01M (A) y amortiguador glicina 50 mM, NaCl 0.1 M,

pH 10.0 (B). Donde: Fp, fluorescencia de SCM-quimopapaina (0.1 UM); F,, fluorescencia de
CEW (0.12 uM); Fy, fluorescencia de la mezcla de SCM-quimopapaina (0.1 uM) y CEW (0.12
MM); Fp + F¢, la suma de los espectros; Fp + F. — F,, la diferencia de los espectros.
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Para cada valor de pH (ver Seccion 3.3.2), se monitorizaron los cambios en emision de
florescencia que acompafian la titulacion fluorimétrica a la longitud de onda donde se presenta
el méximo de emision de la diferencia de los espectros Fp + F. — F),. Las respectivas
longitudes de onda de los diversos valores de pH que se realizaron las mediciones de
fluorescencia son presentadas en la sexta columna de Tabla 4.4.

Como se puede apreciar en la Figura 4.15, el espectro obtenido de la suma de los
espectros de las proteinas en forma libre (Fp + F,) es diferente en magnitud con respecto al
espectro de la mezcla (Fy). Este apagamiento (también conocido como desactivacion o
quenching) de la sefial de emision de fluorescencia es la evidencia experimental de la
formacion del complejo. En la Tabla 4.3 se presenta la razon de (Fp + F¢)/ (Fyy), a los valores
de pH en estudio.

Tabla 4.3 Evidencia experimental de la formacion del complejo SCM-quimopapaina—CEW
a los diferentes valores de pH en estudio.

i EEED g BER) GR)

3.5 1.19 3.5 1.05 7.6 1.30

4.5 1.60 4.0 1.03 7.8 121

5.5 1.67 4.5 1.06 8.0 1.30

6.0 1.88 5.0 1.08 8.5 1.27

6.5 221 5.5 1.09 8.8 121
6.0 121 9.0 1.15
6.5 1.22 9.0 1.30
7.0 121 9.2 1.15
7.2 1.32 9.5 112
7.4 1.17 10.0 1.17
7.4 121

Donde: ' Amortiguador de pH con fuerza i6nica de 0.01 M; " Amortiguador de pH 50 mM,
NaCl 0.1 M; Fp, fluorescencia de SCM-quimopapaina (0.1 UM); F,, fluorescencia de CEW
(0.12 puM); F,,, fluorescencia de la mezcla de SCM-quimopapainay CEW (0.1 uM y 0.12 UM,
respectivamente).
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Con propésitos de determinar la constante de disociacion mediante el método de titulacion
fluorimétrica, se requiere una razon de (Fp + F¢)/(Fy) > 1.1 para poder obtener ajustes
aceptables, ver coeficiente de determinacion (r%) obtenidos en Tabla 4.3.

Cuando se registra (Fp + F.)/(Fy) < 1.1 (ver Tabla 4.3, valores de pH" de 3.5 a 5.5) al
evaluar los datos experimentales en la ecuacion del modelo matemético (Ecuacion 3.2), se
registra un coeficiente de determinacion () < 0.95 y se presentan casos donde el ajuste no
lineal no converge, resultado de la dispersion de los puntos registrados en la titulacion.

Las isotermas presentadas en la Figura 4.16, muestran el comportamiento tipico de las
titulaciones, a valores de pH &cidos a fuerza i6nica de 0.011 M v titulaciones realizadas en el
intervalo de pH de 6.0 a 10.0 en presencia de amortiguador 50 mM, NaCl 100 mM. Los
resultados de los ajustes a los distintos valores de pH son presentados en la Tabla 4.4.

El perfil de las curvas obtenidas de titulacion fluorimétrica de SCM-quimopapaina con
CEW (por ejemplo, ver Figura 4.16) son tipicas de la titulacion de enzima inactiva (bloqueado
su sitio catalitico) con cistatina previamente reportadas por Bjork & Ylinenjérvi, 1989 [18].
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Figura 4.16 Titulacion de SCM-quimopapaina con CEW monitoreado por mediciones de
fluorescencia intrinseca de proteinas. Por ejemplo, en presencia de amortiguador de pH 4.5
con fuerza ionica 0.01M (A) y amortiguador de pH 10.0, NaCl 0.1 M (B). Donde: Fp,
fluorescencia de SCM-quimopapaina (0.1 uM); F, fluorescencia de CEW (de 0 a 0.42 puM);
F), fluorescencia de la mezcla de SCM-quimopapaina (0.1 uM) y CEW (de 0 a 0.42 uM); La
linea continua representa el ajuste no lineal de los datos experimentales a al modelo

matematico de union bimolecular reversible (Ecuacion 3.2).



Tabla 4.4 Constante de equilibrio para la union de SCM-quimopapainay CEW determinada

a diferentes valores de pH a 25 °C.

Amortiguador

pH  Replicas Kyx10° (M™) a r Ximax de pH
Amortiguadores de pH con fuerza iénica de 0.01 M.
3.5 2 156+0.03 1.47+0.035 0.991 338 Formiato
4.5 3 9.26+0.29 1.05+0.007 0.996 338 Acetato
55 2 17.36 £1.36 0.82+0.034 0.995 340 MES
6.0 3 4597+4.69 0.83+0.018 0.994 340 MES
6.5 5 45.08+2.62 0.73+0.012 0.960 342 MES
Amortiguador de pH 50 mM , NaCl 0.1 M.

6.0 3 454+0.17 0.96 £0.047 0.995 340 MES
6.5 2 487+0.15 0.69+0.006 0.992 342 PIPES
7.0 2 413+0.25 0.61+£0.020 0.992 344 Fosfatos
7.2 2 473+025 0.79+0.016 0.996 340 Tris
7.4 2 598+0.49 0.46 £0.006 0.996 342 Fosfatos
7.4 2 544+023 0.62+0.020 0.993 342 Tris
7.6 2 506+0.31 0.76+0.010 0.996 332 Tris
7.8 4 492+0.23 051+0.026 0.976 342 Tris
8.0 2 420+0.18 0.83+0.003 0.994 342 Tris
8.5 3 407+0.07 0.79+0.020 0.996 344 Tris
8.8 2 570+0.16 0.34+0.023 0.991 342 Tris
9.0 2 10.24+0.09 0.31+0.002 0.995 346 Glicina
9.0 2 9.87+0.53 0.41+£0.007 0.990 342 Boratos
9.2 2 6.85+0.34 0.47 +0.010 0.987 340 Glicina
9.5 2 592+0.26 0.31+£0.022 0.989 342 Glicina
10 2 6.14+0.73 0.18+0.006 0.990 346 Glicina

La constante de disociacion (Kq=K,™), constante a y el coeficiente de determinacion (r?) se
obtuvieron de la regresion no lineal de las respectivas curvas de titulacién, ver Seccion 3.3.2.
La incertidumbre representa el error estandar de la media (SEM) de las mediciones
experimentales. A, indica la longitud de onda donde se registra la méxima diferencia entre
la emision de fluorescencia de las proteinas libres y del complejo.

SEM se calcula por: (O’M =

g

VN

indica el nimero de mediciones.

) donde: o es la desviacion estandar de las mediciones, N

48
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4.4. Modelo molecular de interacciéon quimopapaina-CEW.

El modelo del heterodimero quimopapaina—CEW obtenido por reconocimiento molecular
(docking) fue tomando como estructura de inicio para realizar las simulaciones con MD. El
RMSD calculado durante 100 ns de simulacion, llegd a un equilibrio después de 52 ns
(Figura 4.17).
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Figura 4.17 Evolucion de la desviacion del valor cuadratico medio (RMSD) estimado para los Ca
durante la simulacién MD en solvente explicito en un conjunto TNP a 300 K y 1 bar. La estructura
de referencia para el calculo fue la estructura inicial del heterodimero quimopapaina—CEW.

Las interacciones relevantes que exhibe el modelo quimopapaina—-CEW en su interfase son
presentadas en Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Interacciones relevantes localizadas en la interfase del modelo quimopapaina—CEW.

Interacciones localizadas en la interfase.

Seis puentes de hidrogeno.
Un par i6nico inter cadena:
Lys™ [NZz] y Glu™® [OE2] (distancia de 2.83 A).

> Dos interacciones cation-Pi:
Trp'™®-Lys*** (distancia®™" ™" de 8.6 A, un angulo de 86.46).

Tyr'%8.ys>® (distancia®*" " de 5.51 A, un angulo de 123.07).
> Dos interacciones aromaticas:

Trp™A - Trp'™® (distancia®"e**""* de 5.87 A, un angulo diedro de 164.39).
Trp™®A - Trp'®8 (distancia®™"™" =" de 7 44 A, un angulo diedro de 69.09).

Donde: *, cadena de quimopapaina; ®, cadena de CEW.
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La estructura final del heterodimero quimopapaina—CEW después de 100 ns de

simulacion MD se muestra en la Figura 4.18. En esta figura también se ilustran los residuos

ionizables que se encontraban dentro de 5.0 A de cualquier atomo de la cadena opuesta en la

interfase.

Figura 4.18. Modelo estructural del complejo quimopapaina—CEW. Se muestra los residuos
ionizables sobre la interfase del complejo quimopapaina cistatina a un radio de corte <5 A, se
identifican ocho residuos ionizables sobre quimopapaina (D%, H*®, Y® Y® K& K9 K%y
K'*®) y cinco residuos ionizables en cistatina (E*, Y%, K*°, R y G°\..m). Figura dibujada con

Ser80

Cistatina
de pollo.

His159 “Quimopapaina.

el programa YASARA.
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En la Tabla 4.6, se agrupan los residuos localizados en la interfase del heterodimero
quimopapaina—CEW de acuerdo en la similitud en el comportamiento de los valores de pK,
predichos por PROPKA [59] en la proteina en forma separada (pK,') y asociada (pK). El
cambio en pK, al efectuarse la union de las proteinas puede ser ascendente o descendente.
También se muestra el porcentaje de area de superficie accesible al disolvente para cada
residuo en las proteinas separadas (% SAS®) y en el complejo (% SASC).

Tabla 4.6 Propiedades estructurales y fisicoquimicas de residuos ionizables
identificados en la interfase del heterodimero quimopapaina—CEW.

o oacidicos | Resiwo’ | pKa/pKs | SAS Yy qpe | qaetss | R
A Tyr?A 11.62/9.58 49.0/40.5 -255.0 0.55
Lys®”*  10.41/10.33 86.5/61.1 -429.5 0.92

® Lys'**  10.41/10.23 69.9/51.3 -398.9 0.86
Tyr®™ 9.48/11.61 48.1/39.8 -255.0 0.55

¢ Lys*™**  10.46/11.52 76.4/59.1 -339.3 0.73
Glu™* 3.58/4.3 6.3/6.3 -46.1 0.10

P Asp™®* 3.04/3.5 60.7/39.6 -46.2 0.10
E Lys™®*  11.61/11.28 65.9/59.3 -396.6 0.85
F His'*%* 6.5/4.2 9.7/2.4 51.8 -0.11
G Gly*® 7.92/6.75 94.6/37.2 -238.4 0.51
H Glu™® 4.6/3.42 73.3/54.5 -104.5 0.22
| Arg>?® 13.1/12.93 29.8/22.9 -364.3 0.78
J Lys™® 10.8/8.8 23.6/12.7 -445.5 0.96
K Tyr'®  9.84/11.55 20.1/10.8 -276.4 0.59

Donde: ', Residuos ionizables identificados en la interfase, a un radio de corte de 5.0 A de la
cadena opuesta en la interfase del heterodimero quimopapaina-cistatina de pollo; #, cadena de
quimopapaina; ®, cadena de cistatina de pollo; °, proteina separada; ©, proteina en el complejo;
valores de pK, fueron predichos por PROPKA [59]. El porcentaje de &rea de superficie
accesible al solvente (% SAS) para la proteina libre y en complejo se obtuvieron empleando
NACCESS [60]; 4Gy, «iec , Energia electrostatica de union para las variantes con cada residuo
en el estado protonado alternativo, los calculos fueron realizados con un modelo de solvente
implicito a pH 7.4 y 298 K empleando APBS [61]; R', La razon de cambio de 4G, e, hace
referencia al valor obtenido para el heterodimero nativo a pH 7.4 (-466.0 kJ/mol).
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4.5. Dependencia de K, con respecto a la variacion de pH y modelo
MPLM (Crnogorac et al., 2001).

El grafico de la constante de union (Kp) con respecto a la variacion de pH para la
asociacion de quimopapaina con cistatina es presentado en la Figura 4.19. La dependencia del
pH de la Ky, exhibe en su perfil un maximo en pH de 9.0 (valor experimental determinado en
dos distintos amortiguadores de pH) y tres puntos de inflexion a considerar: EI primero en la
region acida de pH, que pudo ser observado solo a baja fuerza ionica (ver inserto de Figura
4.19). El segundo es observado en la region neutra de pH (antes de registrar el maximo). El
tercero en la region de pH bésico después del méximo.
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Figura 4.19 Efecto del pH sobre la constante de union (Kp) de quimopapaina con CEW.
Los experimentos se realizaron en presencia de amortiguador 50 mM, NaCl 0.1 M, 25° C.
(ver Tabla 4.4). Las barras en los circulos representan el SEM de las mediciones
experimentales. La linea (- - -) representa el mejor ajuste del modelo modificado de union
vinculado a la trasferencia de proton (Crnogorac et al., 2001) [34]. El inserto muestra la
variacion de Ky para el sistema en valores de pH &cido y una fuerza ionica de 0.011 M.
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El analisis de la dependencia de K}, con respecto a la variacion de pH, se realizé usando el
modelo MPLM [34] desarrollado para la presencia de tres grupos isoacidicos (Ecuacién 4.1),
correspondiente a los puntos de inflexion observados (ver grafico presentado en Figura 4.19).

Los valores de Ky obtenidos en presencia de amortiguador 50 mM, NaCl 0.1 M, 25° C,
(presentados en la Tabla 4.4) fueron usados para efectuar el analisis. Se analizaron los perfiles
generados por la combinacion de tres grupos isoacidicos de la Tabla 4.6, en los respectivos
ajustes, los valores de m; permanecieron constantes durante el anlisis. Los valores de pK, del
grupo B no presentaron cambios relevantes bajo la union (este grupo se excluye del analisis).

Ecuacion 4.1 Ecuacion del modelo MPLM, para tres grupos isoacidicos.

Ky(pH) = Kine[Num/Deno]
Donde: Num y Deno estan definidos por:
Num = 1 + 10~™1PKai y {omiPH | 10—m2zPKa; y 1mzPH 4 1g—mspKa3 y 1omspH 4

10—(m1pKa§+m2pKa§) % 10(m1+m2)pH + 10—(m1pKai+m3pKa§) X 10(m1+m3)pH +

10~ (mzpKaj+mzpKag) y 1(mz+m3)pH | 1(—(mipKaj+m;pKaj+mspKag) y 1()(mi+m,+m;)pH

Deno =1 + 10~M1PKai x 10m1PH 4 10-m2pPKa3 x 1mzPH 4 10-mspKa3 y 1omsPH 4
10~ (m1pPKaj+m;pKa3) y 1(mi+mz)pH | 10— (mipKaj+mzpKa3) y 1o(mi+m3)pH |

10~ (mzpKa3+mspKa3) y 1((mz+mz)pH 4 1~ (mipKaj+m;pKaj+mzpKa3) y 1()(mi+my+msz)pH

Esta ecuacion es resultado del desarrollo de la ecuacion 3.3 (presentado en Apéndice D),
permite describir la dependencia de K, con respecto a la variacion de pH, para tres grupos de
residuos isoacidicos. Los parametros libres a estimar son diez: la constante intrinseca (Kjn) tres
grupos isoacidicos (m;, m,, m3, cada uno constituidos de tres posibles residuos), tres valores de
pK, para la forma asociada (pK,S, pKa; Y PKa3) Y tres valores de pK, para la forma libre (pK,;,

PKaj Y PKa3).

La Unica combinacién que presenta un perfil semejante al comportamiento de los
resultados experimentales (ver, Figura 4.19) fue el obtenido de la combinacion de los grupos
isoacidicos A, C y H, los cuales poseen 1, 2 y 1 residuos individuales, respectivamente (ver
Tabla 4.7). El valor maximo de los datos experimentales registrado a pH de 9.0 no fue
reproducido, se registré una aproximacion de 86 % respecto al valor medido y un corrimiento
hacia la region basica de 0.46 unidades de pH.
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Relacionando los parametros obtenidos del ajuste (presentados en Tabla 4.7) con las
propiedades de los residuos que constituyen los grupos isoacidicos de la Tabla 4.6, se aprecian
las siguientes conjeturas con respecto a los valores de pK:

a) Para el primer grupo isoacidico (my), pKa™ = 11.90 y pK,'® = 9.30 son muy similares a
los valores aproximados para Tyr®** de 11.62 y 9.58, respectivamente.

b) Para el segundo grupo isoacidico (my), el compuesto de pK, incrementa su valor en la
forma de la proteina asociada respecto de la proteina en forma libre (pK.>*/ pK. =
9.65/11.9); estos valores son acorde con los predichos para el grupo C formado por
Tyr®” (9.48/11.61) y Lys™*(10.46/11.52).

c) También los valores para tercer grupo isoacidico (ms) (pKa>/ pKa>* = 4.61/3.39) son
concordantes con los predichos para Glu™® (4.60/3.42).

Tabla 4.7 Parametros obtenidos del mejor ajuste de los datos experimentales de K, en
funcién del pH al modelo MPLM [34].

Parametros
m; 1 pKa; 11.9 pK,S 9.3
m, 2 pKa3 9.65 pK,S 11.9
ms 1 pK,; 4.61 PK§ 3.39
Kinx10® (M) 0.2923

Donde: m;, m,, mz denotan la composicion del grupo isoacidico, el subindice
indica el grupo isoacidico; pK,j, pKa; Y pKa; los valores de pK, para la forma libre;

PKa.7, PKa; Y PKaj son los valores de pK, para la forma asociada.
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4.6. Comparacion de energia libre de union (4Gs) y energia
electrostatica de union (A4Gp,eiec).

La energia electrostatica de union (4G eiec) para el heterodimero quimopapaina—CEW fue
calculada a los diferentes valores de pH en que se determiné la constante de unién (Ky), en
presencia de los respectivos amortiguadores de pH a una concentracién de 50 mM, en
presencia de NaCl 0.1 M a 25 °C. También a partir de los valores de K, presentados en la
Tabla 4.4, se calcul6 la energia libre de union (4Gy), como: 4G, = —RTInKj,.

Al graficar 4Gy y AGy elec Versus pH (Figura 4.20), la isotermas de 4 Gpeec, describe la
tendencia de la isoterma de AGy. Estos resultados sugieren que el proceso de union esta regido
por interacciones electrostaticas.

T T 1T T ~ T T 1T ~ T T T * 1 150
3764 A, 0
i A ~ I ; B . i —
) A I i - L B
= 3804 6. .7
3 | IR ! ] ; L 150 _g_
E T \ { e I ﬁ
S 3844 . S '. X
v - 3 ! ,‘ ---A @ ® l ol g
=, -38.8 . N B ' J !
(2 ] Asaad Ve - -450 (2
39.2 A-A-A--A
] LN L 600
-39.6 o v
¥ .
] : ‘o k-750
40.0 4 ® Al
T 1T T T T T T 7 T T 1 -900
60 65 70 75 80 85 90 95 100
pH

Figura 4.20 Comparacion de la energia libre de unién experimental (4Gp) -en circulos-
y tedrico (4Gperec) -€n triangulos- del complejo enzima—inhibidor a los diferentes
valores de pH examinados. Las barras indican el error estandar de la media (SEM).

La energia de unidn electrostatica calculada a pH 7.4 y 298.15 K fue 4Gy gec = -466.0
kJ/mol. Tomando este valor como referencia, se evalud la relevancia en la energia de unién de
los estados cargados para cada residuo ionizable localizado en la interfase del heterodimero
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quimopapaina—CEW. Esta evaluacion se realizé cambiando el estado de protonacion para cada
residuo de forma individual y calculando la energia electrostética de union. Estos resultados
son presentados en la Tabla 4.6 (columnas AGj ... Y R), la Gltima columna hace referencia a

la razén (R) del valor calculado respecto del valor de referencia, AGp ejec.

Los residuos que desestabilizan en menor grado al cambiar hipotéticamente su estado de
protonacién son Lys™® y Lys®** (registrando un R de 0.96 y 0.92, respectivamente). Los
residuos que se predice ocasionaran mayor desestabilizacion son Glu'*>* y Asp'*® ¢ His'™**

(registrando un R de 0.1, 0.1 y -0.11, respectivamente).

4.7.Comparacion estructural de la interaccion quimopapaina-CEW
con otras estructuras homologas cisteinproteasas-cistatinas.

A. Composicion del subsitio S, de cisteinproteasas comparadas.

El S, de quimopapaina esta formado por Tyr®’, GIn%, Leu®, Leu®™, Ala™® y Ser®® [71].
Es notoria la diferencia en la composicion del subsitio S, de las enzimas en comparacion
Tabla 4.8 (Residuos identificados en el alineamiento presentado en la Tabla E.1, Apéndice E).

Tabla 4.8 Residuos de amino&cidos identificados en el subsitio S, de cisteinproteasas.

Enzima 67" 68! 133! 157* 160! 209

Quimopapaina Tyr GIn Leu Leu Ala Ser

Papaina Tyr Pro Val Val Ala Ser
Catepsina B Tyr Pro Ala Gly Ala Glu
Catepsina H Leu Pro Ala Val Ala Cys
Catepsina L Leu Met  Ala Met  Gly Ala
Catepsina V Phe Met Ala Leu Gly Ala

! Numeracién de residuos de aminoacidos en quimopapaina.

La papaina es particularmente buena en hidrolizar enlaces peptidicos que contengan Arg y
Lys en el subsitio P; (cadena del sutrato), mientras el S, de esta enzima es especifico a
residuos hidrofobicos localizados en subsitio P, [8]. Las catepsinas presentan tres subsitios
bien definidos S, a S;” (&reas de contacto con sustrato relativamente pequefia), sin embargo,
no son comunes en especificidad de sutratos [8].
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B. Aspectos estructurales de la interaccion cisteinproteasas—cistatinas.

Las enzimas comparadas pertenecen a la familia de la papaina (papaina, quimopapaina,
catepsinas B, H, L y V), comparten alta homologia de secuencia primaria (Tabla E.3,
Apeéndice E), misma topologia global, pero difieren en la cantidad de residuos cargados en su
estructura (ver Tabla E.2, Apéndice E). Por su parte, las cistatinas comparadas pertenecen a
dos distintas familias (cistatina y estefinas); en consecuencia, comparar la cistatina de pollo
con estefinas se observo baja homologia de secuencia primaria (estefina A, 15.8 % vy estefina
B, 21.1%). Respecto a los miembros de la misma familia de estefinas presentan alta
homologia (Tabla E.3, Apéndice E).

Las cisteinproteasas en comparacion son muy similares en composicién de estructura
secundaria (Tabla E.3, Apéndice E), presentan residuos conservados en su respectivo sitio
catalitico, incluyendo tres puentes disulfuro, a excepcion de la catepsina B que contiene seis
(Tabla E.3, Apéndice E).

Los residuos convenidos en ser esenciales para la actividad catalitica [71] son Cys®,
Asp™®, His™ Trp'”" y Asn'”™; son todos conservados en las enzimas en comparacion
(quimopapaina, papaina, catepsina B, H, L y V), a excepcién de la sustitucion de Asp*® en
catepsina B y H por Gly y Asn, respectivamente (ver alineamiento, Tabla E.1).

C. Comparacion de interfases de complejos homoélogos cisteinproteasa—cistatina.

La cantidad de residuos ionizables identificados en la interfase de estructuras homdlogas
cisteinproteasa—cistatina (Seccién 3.4.3) en comparacion varia de 11 a 18 residuos (Tabla 4.9),
en su mayoria son conservados en las interfaces (Tabla E.1, Apéndice E). En la cadena de la
enzima se identificaron de 5 a 11 residuos y por parte del inhibidor, de 4 a 7 residuos.
También se identificaron en las distintas interfaces la presencia de 5 a 7 puentes de hidrdgeno
y de 0 a 2 pares i6nicos intercadena. El area de superficie de contacto varia de 1560 a 2640 A?.
Cabe mencionar que las proteinas homdlogas en comparacion presentan diferente constitucion
de residuos, ver Tabla E.2 (Apéndice E).
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Tabla 4.9 Residuos ionizables' y propiedades estructurales de la interfase de heterodimeros
homdlogos al complejo cisteinproteasa—cistatinas.

Heterodimero Cisteinproteasa Cistatina Nus N ASP (A?

Y61 Y67 K64 E135

Quimopapaina-CEW? K KM, K™, 6 1 1589.3

D158 H159 Yloo
. Y61, Y67, K139, Y144, GQ, Elg, R52, K59,
Papalna—CEWb R145 K155 Dlsg H159 Yloo 10 1 1559.9

YGl’ Y67, K139, Rl45, E15’ R68, H75, E76,
K156’ D1581 H159 Y97

D22, D69, Y75, E109,

Catepsina B-Estefina A®  H™, R, D' E

H199’ D224, E245

Ho4 RIB K149 pi62 10 EI5 \/53 54
’ K16,3, Hlﬁé ' ' Kes', K71' '

Papaina—Estefina B® 8 1 1965.1

13 2 2639.7

Catepsina H-Estefina A” 9 0 1878.3

141 160 162
E™, D™, D™,
163 192
H™, E

2 72 14 1
KO,R,K S,KGO,
1 164 1
DGS,HG,E%

Catepsina L-Estefina A° Y K® KT E® 5 1 1864.4

Catepsina V—Estefina A” E, Y KEK* 7 0 1828.1

Donde: ! Residuos ionizables encontrados dentro de 5.0 A de cualquier 4tomo de la cadena
opuesta en la interfase.  ver Seccién 3.4.1; ® ver Seccion 3.4.3; Nyg, Indica el ndmero de puentes de
hidrégeno a través de la interfase; Nyp, Indica el nimero de pares ionicos a través de la interfase.
ASP, Area de superficie de contacto, calculada como el cambio en el area de superficie accesible al
solvente entre el heterodimero y la suma de las proteinas libres usando el programa NACCESS [60].

D. Analisis computacional alanine scanning de complejos homdlogos cisteinproteasa—
cistatina: Residuos hot spots.
Mediante el analisis computacional alanine scanning, se exploré la contribucién

energética en la union proteina—proteina de residuos individuales localizados en la interfase.
La técnica consiste en mutar por Ala cada residuo identificado en la interfase y medir el efecto
en la energia libre de unién debida a la hipotética mutacion (ver resultados en apéndice F). En
la Tabla 4.10 se presenta los residuos que presentan un cambio mayor a 1 Kcal/mol en
AAGying, referido como el cambio en la energia de union de la estructura mutada con respecto
a la nativa, estos residuos son nombrados residuos hot spots [72,73].
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Tabla 4.10 Residuos hot spots identificados en los complejo homdlogos cisteinproteasa—
cistatina (obtenidos de Tabla F.1, Apéndice F).

Heterodimero Cisteinproteasa R RN\ Cistatina R® RN
19 142 159 180 53 54 55 100

Quimopapaina—CEW QWQ W'Izlal ST 9 8 Q ’Lw}& A 9 2
53 54 55 59

Papaina-CEW QU QRS W 12 4 | Lir e e’ 11 2
2 46 47 52

Papaina—Estefina B Q¥ Y¥ H™ W’ 17 4 I\Fgleé gy 14 3
QZS N72 75 109 R116 1 |2 46 47

Catepsina B-Estefina A ‘plod pob 22t 0 20 9 N2 70 |73 Q7’e 20 4
; : 67 | 145 188 12, Q% v* N

Catepsina H-Estefina A Q' L™, W 13 8 ;(54 ’L73 bve 12 2
2 46 47 52

Catepsina L-Estefina A QU L1 Wwies 13 05 | DORVRNT o 2
. - 19 69 1,164 \p/190 %, Q%, V¥ N%,

Catepsina V-Estefina A Q~, F", H™ W 12 8 F0 L7 Q™ 10 2

Donde: R indica el nimero de residuos localizados a 4 A de cualquier &tomo perteneciente a la

NC . . . -
cadena opuesta; R , los residuos que no tiene contacto pero es oculto bajo la unién.
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5. DISCUSION.

5.1. Purificacion de SCM-quimopapaina.

La purificacion de quimopapaina se logr6 en una sola etapa de purificacion por
cromatografia de intercambio cationico, la SCM-quimopapaina purificada es muy estable a
una concentracion de 1 mg/mL, en amortiguador fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0. EI método
de purificacion presenta un 10 % de rendimiento, (por ejemplo, si se requiere obtener 1.0 mg
de proteina se necesita purificar 10 mg de extracto) lo cual es aceptable en las purificaciones
de este tipo de enzimas.

Las propiedades espectrales de la SCM-quimopapaina purificada son caracteristicas de la
proteina, los espectros de fluorescencia y DC (Seccidn 4.1.2) son acorde a los previamente
reportados por otros grupos de investigacion [44,66,74]. Respecto a las pruebas de pureza
(Seccion 4.1.1), la recromatografia muestra la elucion de un pico bien definido y simétrico,
indicio de que la quimopapaina purificada es homogénea en contenido. El espectro de masas
confirma la presencia de una molécula con masa molecular de 23749.3 Da, el valor teorico
calculado es de 23752 Da (23638 Da de la secuencia de estructura primaria de quimopapaina
mas 116 Da correspondientes a la masa de los grupos carboximetil de Cys* y Cys'’).

5.2. Purificacion de CEW.

La cistatina de pollo se logro purificar con un rendimiento de 8.5 %, con un alto grado de
pureza. Por ejemplo, del tratamiento a 1 L de clara (obtenida de dos Kg de huevo, 30 piezas)
se obtuvieron aproximadamente 2.1 mg de CEW pura (2.1 mg de CEW pura por lote).
Considerando los recurso del laboratorio y principalmente la cromatografia de afinidad en
batch, el tiempo estimado para procesar un lote fue de un mes.

Esta proteina se intentd obtener en forma recombinante mediante la expresion en E.coli
por técnicas de Biologia Molecular. Sin embargo, no se consigui6 dicho objetivo (resultados y
avances obtenidos al respecto no presentados).

A. Metodo de purificacion de cistatina de pollo a partir de clara de huevo.

La purificacién de cistatina de pollo basicamente se realizo en tres etapas (tratamiento de
clara de huevo, cromatografia de afinidad y cromatografia por exclusion molecular),
suficientes para obtener CEW con alto grado de pureza y presentando actividad inhibitoria a
CPs. A continuacion presento algunas observaciones a las respectivas etapas de purificacion
implementadas y respecto a la caracterizacién de CEW.
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a) Tratamiento de clara de huevo.

La solubilidad de las proteinas es afectada principalmente por factores como la
constitucién de aminoécidos, estructura de la proteina (nativa o desnaturalizada), temperatura,
contenido de sal (fuerza ionica) y la concentracion de proteina [75].

El tratamiento de la clara consiste en modificar la solubilidad de las proteinas contenidas
en clara de huevo variando el pH, fuerza ionica y temperatura, con la finalidad de insolubilizar
la mayor cantidad de proteina. La remocion de la proteina poco soluble se realizd con
precipitacion por centrifugacion. El tratamiento de la clara se realiz6 en dos fases:

» Enla primera, la solubilidad de las proteinas se afect6 con la dilucién y adicion de NaCl
a una concentracion final de 0.05 M, y el cambio a pH 3.0; condicion reportada por
Ferreira et al. (2007) [75] donde se registra la mas baja solubilidad de proteinas
contenidas en la clara. En estas condiciones se modifican principalmente la naturaleza y
distribucion de carga, provocando cambio en la conformacion estructural.

» En la segunda fase, con el tratamiento térmico a 80° C se desestabiliza principalmente a
conalbumina (Temperatura de desnaturalizacion, T4 = 60 °C), lisozima (T4 = 67 °C),
ovoalbumina (T4 = 78 °C) y S-ovoalbumina (T4 = 82 °C) [76], favoreciendo la
desnaturalizacion y agregacion de estas proteinas.

b) Cromatografia de afinidad.

La inmovilizacion de SCM-papaina sobre sefarosa se realiz6 con éxito, el método ha sido
muy estudiado y no presentd complicaciones. La versatilidad del uso de la cromatografia de
afinidad en la purificacion de cistatina radica en la estabilidad de ambas proteinas (papaina y
cistatina) a pH alcalinos y la alta afinidad que presenta la cistatina por la enzima
carboximetilada, para este sistema se ha reportado una Kq de 0.5 nM (K;, = 2 x 10° M) a pH
7.4 y una fuerza idnica de 0.15 [18]. La formacion del complejo papaina—cistatina es muy
estable a los cambios de pH cercanos a la neutralidad, y es facil desacoplarla a pH de 11.0.

La inmovilizacion por el método quimico (unién covalente al soporte) de SCM-papaina es
la etapa del método con mayor importancia, ya que es altamente selectiva. La cromatografia
de afinidad es la etapa del proceso en comdn con los métodos ya reportados (Tabla A.1,
Apéndice A). Haciendo una buena cromatografia de afinidad se logra obtener exclusivamente
cistatina.
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c) Cromatografia de exclusién molecular.

La solucion de cistatina purificada por el método convencional muestra la presencia de
tres bandas, con peso molecular aproximado de 14 KDa, 25 KDa y 47 KDa [51]. Con la
columna preparativa Unicamente colectamos la proteina con peso molecular aparente de 14
KDa (identificada en gel SDS-PAGE); enseguida, es cargada en una columna de caracter
analitico que permite separa las impurezas que pueda contener la muestra de CEW.

El principal problema identificado en la cromatografia de afinidad es el fendmeno de
difusion consecuencia de la gran cantidad de proteinas y la baja concentracion de cistatina lo
cual se podria resolver con un tratamiento adicional que pudiera clarificar ain mas la solucién
(por ejemplo una diafiltracion con una membrana de corte de 15 kDa).

En la primera y segunda cromatografia de exclusion molecular sélo se colecté la elucion
central del pico correspondiente. El rendimiento real de la purificacion pudiera mejorarse al
recromatografiar las fracciones laterales de elucion (colas) con una columna de intercambio
anionico a pH 8.3, en su momento no se contaba con esa columna y buena parte de cistatina
no se aprovecho.

También se pudo determinar la composicién de la Forma 1y 2 de cistatina purificada (ver
Apéndice B), la composicion de las formas depende en gran medida del método de
purificacion y puede variar de lote a lote [31].

B. Ensayos de actividad inhibitoria.

En las preparaciones comerciales de papaina parcialmente purificada estan presentes la
forma activa e inactiva de la enzima. La CEW forma el complejo enzima—inhibidor con ambas
formas. La actividad inhibitoria se probé con un método colorimétrico empleando papaina sin
purificar la forma activa de papaina, por lo tanto s6lo se puede realizar un analisis cualitativo
de la inhibicién de la actividad hidrolitica de papaina en presencia de cistatina. Para
caracterizar la cinética de hidrdlisis de BApNA con papaina, es necesario purificar la forma
activa de papaina, lo cual no era el objetivo. Por tal motivo s6lo se prob6 que la cistatina
presentara actividad inhibitoria.
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C. Propiedades espectrales y pruebas de pureza de CEW purificada.

La CEW purificada presenta propiedades espectrales (espectros de fluorescencia y DC,
Seccion 4.2.2) previamente reportados por otros grupos de investigacion [30].

En relacién a las pruebas de pureza (Seccion 4.2.1), se observé que la proteina migra en
gel SDS-PAGE mostrando una masa molecular aparente proxima a 14 KDa, caracteristica de
CEW previamente reportada por otros grupos de investigacion [29,40,51]. El espectro de masas
de CEW revela la presencia de una molécula con masa molecular de 12161.1 Da y una sefial
correspondiente a 24314.4 Da. La primera corresponde a CEW cortada en el extremo amino
(en Gly®) y la segunda a una pequefia sefial de fraccion dimérica de cistatina (ver Seccién
4.2.1).

Abrahamson et al. (1987) [19] demostré que al mezclar un exceso molar de CEW o
cistatina C con papaina, el complejo enzima—inhibidor es formado inmediatamente. La
cistatina libre residual entonces es progresivamente convertida en una forma modificada de
cistatina (cortada en el extremo amino en Gly®). La inhibicion de papaina por cistatina
modificada es mas de 1000 veces mas debil que la cistatina nativa [19].

En la preparacion de papaina comercial que utilizaron Abrahamson et al. [19], no
detectaron contaminacién por otra cisteinproteasa (experimentos de cromatografia de
intercambio catidnico). El corte en el extremo amino del inhibidor es aparentemente debido a
un porcentaje de moléculas cisteinproteasa atipico en la preparacion comercial de papaina [19].

Stubbs et al. (1990) [22] reportaron que la solucion de papaina carboximetilada con la cual
trabajaron presenta una actividad residual aproximadamente del 0.5 %. Posiblemente se trate
de la misma fraccion de papaina comercial atipica, no encontré més informacion al respecto
en la bibliografia revisada.

En el proceso de purificacion de CEW, utilicé SCM-papaina en la cromatografia de
afinidad. El tiempo de exposicion y contacto de SCM-papaina con CEW es de dos horas
aproximadamente, una pequefia fraccion de papaina comercial atipica pudiera ser la
responsable de modificar la CEW (cortada en Gly®).



64

5.3. Propiedades espectrales de SCM-quimopapaina y CEW: Espectros
de absorbancia en la region UV-Visible, fluorescencia y DC en la
region UV-lejano a valores de pH en estudio.

Los métodos espectroscopicos utilizados (absorbancia, fluorescencia y DC) requieren
pocas cantidades de proteina para su analisis y no son destructivos, lo cual permite recuperar
la muestra despues de realizar el anélisis. Se analizaron los cambios en espectros absorbancia,
fluorescencia y DC de las proteinas libres (SCM-quimopapaina y CEW) al variar el pH,
obteniendo informacidn acerca de su estructura secundaria y terciaria de las proteinas.

Los cambios en los estados de ionizacion de los grupos polares pueden dar origen a
cambios conformacionales en las respectivas estructuras de proteina, los cambios esenciales en
composicion de estructura secundaria fueron descartados (Seccién 4.3.1).

A. Espectros de absorbancia en la region UV-Visible.

Los espectros de absorbancia obtenidos de SCM-quimopapaina y CEW en la regién
UV-Visible son tipicos de proteina, ambas contienen Trp y Tyr (ver Tabla E.2, Apéndice E)
principales responsables de la absorcion a 280 nm. En todos los espectros correspondiente a
los diferentes valores de pH en estudio, no se presenta el fendmeno batocrémico
(desplazamiento hacia el rojo) y esta ausente el fendmeno hipsocrémico (desplazamiento hacia
el azul).

El efecto hipsocromico a nivel molecular es un indicio de un aumento en la polaridad del
entorno de sus grupos cromoforos, en consecuencia, el efecto batocrémico una disminucion de
la constante dieléctrica, o bien puede deberse a la presencia del ion tiolato, a valores cercanos
de pH 10 ocurre la ionizacion de la cadena lateral de Tyr: TyrOH < TyrO + H” [67,77].

La relevancia de analizar los espectros de absorcién en la region UV-Visible radica en el
empleo del coeficiente de extincién, el cual se utiliza para calcular la concentracion de las
proteinas. En el caso hipotético que se presentaran efectos del solvente o bien debidos la
ionizacion de tirosina (ver Seccion 4.3.1), seria necesario calcular el coeficiente de extincion
bajo esas condiciones (registrando la absorbancia de una disolucion de proteina de
concentracion proteina conocida y usando la ecuacién de Lambert-Beer).



65

B. Espectros de fluorescencia.

Los cambios en la sefial de emision de fluorescencia dependientes del pH, puede tener su
origen por cambios en los estados de ionizacion de grupos polares en la proximidad de grupos
cromoforos Tyr y Trp (a pH acido los residuos Glu y Asp y a pH alcalino los residuos Tyr,
Lys y Arg), provocando una mayor o menor exposicion del grupo cromdéforo al solvente,
desactivacion (quenching) o propiedades de relajacion de las cercanias de los grupos
cromdforos. Por ello la importancia de conocer el estado de ionizacion de los residuos
ionizables cercanos a los grupos fluoréforos.

En el caso hipotético que el sistema a estudiar permitiera realizar los experimentos a pH
muy basicos, es decir, sin presentar cambios evidentes en estructura secundaria, a valores
préximos a pH 10.5-12.0, los cambios en fluorescencia serian causados por la desprotonacion
de Lys, Tyr y Arg. La gran dificultad de estudiar sistemas que contienen Tyr a pH alcalinos, es
considerar la contribucion de ion tirosinato; para tal escenario, seria necesario hacer una
correccion a las mediciones de fluorescencia.

C. Espectros de DC en la regién UV-lejano

En base a los resultados del andlisis de estructura secundaria (Seccion 4.3.1) en ambas
proteinas, no se detecté cambios relevantes en la composicion de estructura secundaria entre
los diferentes valores de pH analizados.

Es un hecho que los cambios en estado de ionizacion de los residuos polares contenidos
en la estructura de quimopapaina y CEW (ver Tabla E.2, Apéndice E) den origen a los ligeros
cambios registrados en el perfil de los espectros de DC obtenidos a los diversos valores de pH.
Sin embargo, en base al anélisis de estructura secundaria a distintos valores de pH (Tabla 4.2)
no se presentan cambios esenciales en la composicion de estructura secundaria.

5.4. Determinacion de la constante de union (Kp).

La K, fue evaluada de acuerdo a una estequiometria de union bimolecular [30,78], la cual
fue demostrada previamente para la interaccion quimopapaina—CEW [39]. La concentracion
para obtener una buena estimacion de la constante de afinidad por el método de titulacion
fluorimetrica es de 1.0 a 0.01 uM [30], con lo cual se pueden determinar Ky, del orden de uM a
nM.
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La concentracion de quimopapaina utilizada en los experimentos fue de 0.1 uM. Sin
embargo, no se pudo determinar la K, a valores de pH < 6.0 en presencia de amortiguador de
pH 50 mM, NaCl 0.1 M (Tabla 4.4), debido a la baja resolucién de la sefial de fluorescencia.
Esto se resuelve aumentando la concentracion de la proteina, o bien, bajando la concentracion
de iones en la solucion analizada. Como se contaba con poca cantidad de cistatina, los
experimentos en la zona acida de pH se obtuvieron bajando la fuerza idnica del amortiguador
a0.01 M (Tabla 4.4).

La diferencia en las magnitud de K, determinada a las dos distintas fuerzas ionicas para
los valores de pH de 6.0 y 6.5 (~ 10 veces, ver Tabla 4.4) son indicio de que la asociacion
quimopapaina—cistatina es modulada por interaccién electrostatica.

El modelo empleado para determinar Kq s6lo requiere del registro de los cambios de
emisién de fluorescencia de las proteinas libres y combinadas (Ecuacién 3.2) que acomparian
la union molecular. Sin embargo, hay que resaltar la importancia del analisis de los resultados
correspondientes a las propiedades espectrales de quimopapaina y CEW (Seccion 4.3.1), para
descartar interferencias en la determinacion de Kqy por el método de titulacion fluorimétrica y
tener la certeza de que las mediciones de fluorescencia son debidas exclusivamente a la union
molecular.

El modelo estructural del complejo quimopapaina—CEW, exhibe las siguientes
interacciones relevantes en la interfase (ver Tabla 4.5), a considerar respecto a las
determinaciones de Ky por medio del método de titulacion fluorimétrica: dos interacciones
cation-Pi: Trp'**® - Lys'** y Tyr'*®
Trp'®'* - Trp'™*® y Trp'®* - Trp'**®. Al respecto de la sefial de fluorescencia con la variacion

de pH, las interacciones cation-Pi pudieran relacionarse con el fendmeno de transferencia de

- Lys™*®. Ademés, existen dos interacciones arométicas:

carga Y las interacciones aromaticas estan estrechamente vinculados con un decremento en la
sefial de fluorescencia por efecto de la exposicidn y ocultamiento al solvente de Trp.

5.5.Dependencia de Ky con respecto a la variacion de pH.

El analisis del efecto del pH sobre la constante de union (Ky) de quimopapaina con CEW
(Figura 4.19), en combinacion de con la identificacion de las propiedades estructurales y
fisicoquimicas de residuos localizados en la interfase de complejo quimopapaina—CEW (Tabla
4.6), permitieron describir la dependencia de K, con la variacion del pH a través del modelo
MPLM (Figura 4.19).
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Para explicar dependencia de K, como funcion de pH, el modelo de transferencia de
protdn vinculado a la union [79,80] implica considerar 16383 parametros libres para resolver la
ecuacion resultante (Ecuacion D.25, Apéndice D), lo cual es imposible. Con el modelo MPLM
propuesto por Crnogorac et al. (2001), el perfil de los resultados experimentales de K, como
funcién de pH se logro describir apropiadamente (Figura 4.19), con la presencia de tres grupos
isoacidicos (composite pKj), para lo cual solo se requieren diez pardmetros a estimar (ver
detalles en Apéndice D).

El modelo MPLM, en combinacion con valores de pK, de residuos ionizables calculados
de manera tedrica, puede usarse para determinar grupos isoacidicos (composite pK,) que
actian concertadamente (o aproximadamente) en la liberacion o captacion de H' [34] bajo
algunos cambios del sistema en estudio (Figura 5.1). Esta informacion no puede ser obtenida
por los métodos de NMR y espectroscopia de infrarrojo. Para identificar grupos isoacidicos en
una proteina por titulaciones espectroscopicas en funcion del pH, uno deberia realizar una gran
cantidad de ensayos [34].
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Figura 5.1 Dependencia del ndmero de iones H* (q) transferidos hacia la solucion
amortiguadora de pH con respecto a la variacion de pH. La curva representa la solucion
de la Ecuacion 3.4 a los datos obtenidos de la curva del ajuste del modelo MPLM
presentado en la Figura 4.19. Valores positivos y negativos de g corresponden a
liberacion y captacion, respectivamente, de iones H* bajo la asociacion de proteinas [34].
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5.6.Comparacion estructural de la interaccion quimopapaina-CEW
con otras estructuras homologas cisteinproteasa-cistatina.

A. Composicion del subsitio S, de cisteinproteasas comparadas.

Respecto a la reactividad de CPs por sus sustratos, Turk et al. (1997) aseveran que la
especificidad de estas enzimas parece ser gobernada principalmente por la estructura de los
subsitios S, a S3” [81]. La constitucidn de estos subsitios restringen la accesibilidad del sustrato
sobre la hendidura de union de la enzima, esta topografia complementaria del sustrato al sitio
activo de la enzima parece ser la clave de la diferencia en el mecanismo catalitico de CPs. La
actividad catalitica de CPs puede clasificarse en endopeptidasa (por ejemplo: catepsina L, S, V
y F) o exopeptidasa (por ejemplo: catepsina B, C, H y X) [8,81]. El grado de flexibilidad de
conformacién que pueda tomar la regién cercana al sitio activo de la enzima también es
importante para la fijacion del sustrato sobre la enzima (teoria del acoplamiento inducido de la
accion enzimatica).

Maes et al. (1996) examinaron y compararon la hendidura del sitio activo de
guimopapaina, concluyen que no difiere significativamente en comparacion con papaina,
caricaina y glicilendopeptidasa (enzimas contenidas en latex de Carica papaya) [12]. Sin
embargo, la sustitucion de los residuos Val'*® y Val™’ de papaina (localizados en el subsitio de
S,) por los residuos de cadena lateral més grande Leu** y Leu™’ en quimopapaina explican la
diferencia catalitica entre estas enzimas [71]. Esta especificidad relativa se explica por el
remplazo de estos residuos en el subsitio de S, de quimopapaina, que estructuralmente
restringe la accesibilidad de sustratos que contienen Phe en el subsitio P, [82].

B. Aspectos estructurales de la inhibicidn de cisteinproteasas por cistatinas.

El sitio de union de la cisteinproteasa con la cistatina [21] y estefinas [22] esta compuesto
por dos asas (hairpin loops) y un segmento amino terminal (por ejemplo, ver Figura 1.5). La
primer asa contienen la secuencia conservada QVVAG y en la segunda asa se encuentra Pro-
Trp se encuentra enlazados en la zona S;’-S;’, en tanto el amino terminal del inhibidor el cual
contiene el residuo Gly9 conservado en todas las cistatinas interacciona en los sitios S1-S; de la
enzima. En conjunto forman una cufia hidrofébica que es altamente complementaria al sitio
activo arquetipo de la familia de CPs permitiendo una inhibicién extremadamente fuerte,
rigida y muy rapida [8,21].
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El mecanismo de inhibicién no involucra el residuo catalitico Cys® (inhibicién exositio),
el cual se encuentra lejano al segmento amino terminal para interaccionar (una distancia de 7.49
A entre Cys® [SH] de quimopapaina y GLY® [N] de CEW).

Turk et al. (1997) [81] argumentaron que las diferencias en la constante de union de
cistatinas y varias enzimas, surge principalmente de las diferencias en la estructura de la
hendidura del sitio activo. Por ejemplo, la inhibicion de endopeptidasas tales como papaina,
catepsina L, S y cruzipapaina por cistatinas de origen animal es extremadamente fuerte y
rapida [81], mientras la inhibicion de exopeptidasas tales como catepsina B y catepsina H es
considerablemente mas débil [81] (por ejemplo, ver magnitudes en Tabla 1.5). Al respecto, se
conoce que la hendidura del sitio activo de las endopeptidasas es libre de acceder y acoplarse
el inhibidor, mientras que en el caso de las exopeptidasas la hendidura del sitio activo contiene
residuos adicionales de la enzima que restringe libertad de acoplarse el inhibidor.

A pesar de similitud del mecanismo de reaccién de cistatinas y de las estructuras de
interaccion de cistatinas con cisteinproteasas tipo papaina, hay diferencias importantes en la
inhibicién individual de enzimas. Debido a que las interacciones entre inhibidores y enzimas
son en su mayoria no especificas [22].

C. Andlisis computacional alanine scanning de complejos homdlogos cisteinproteasa—
cistatina: Residuos hot spots.

Como se puede apreciar en la Tabla F.1 (Apéndice F), los residuos identificados en la
interfase de los complejos analizados que hace una importante contribucion a la energia libre

de uniodn, son residuos conservados en cisteinproteasa y cistatinas respectivamente.
D. Caracteristicas de la interaccion de estructuras homologas cisteinproteasa—cistatina.

Son pocos los estudios reportados acerca de la interaccion enzima—inhibidor con respecto
a la variacion del pH. En el caso de la interaccion cisteinproteasa—cistatina, solo esta reportado
un estudio de papaina con CEW [39,42,43], a pesar de los avances realizados en este campo
los resultados no son concluyentes para establecer un mecanismo general de interaccion de
cisteinproteasa—inhibidor cistatina. La magnitud de la Ky de estos sistemas varia del orden de
10° M (uM) a 10™ M (fM). Las caracteristicas generales de la interaccién de estructuras
homologas cisteinproteasa—cistatina, identificadas en el presente trabajo son presentadas en la
Tabla 5.1.



Tabla 5.1 Caracteristicas generales de la interaccion de estructuras homélogas

cisteinproteasa—cistatina.

Caracteristica

Observacion

La cantidad de residuos ionizables varia de
11a18 (enenzimade 5a 11y en inhibidor
dedav).

En su mayoria son residuos conservados.

La estructura y estabilidad del complejo
dependera del estado de ionizacion de los
residuos individuales y de sus posibles
contactos con otros residuos.

La presencia puentes de hidrégeno es de 5
a 7 puentes de hidrégeno.

No estdn considerados los enlaces con
moléculas de  aguas  conservadas,
localizadas en la interfase del respectivo
complejo.

El area de superficie de contacto varia de
1560 a 2640 A2,

El area de contacto no es determinante en la
magnitud de K.

Pares iénicos intercadena de 0 a 2.

Se ha visto que la presencia de este tipo de
interaccion, estabiliza la formacion del
complejo y aumenta la magnitud de la
contante de K;[83].

El nimero de residuos hot spots varia de
10 a 18 (en enzima de 3 a 8 y en inhibidor
de 5a 8).

Son residuos conservados.

70

Donde: RC, indica el nimero de residuos localizados a 4 A de cualquier &tomo perteneciente a

la cadena opuesta; RNC, los residuos que no tiene contacto pero es oculto bajo la unién.
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6. CONCLUSIONES.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La constante de la unién (Kp) de quimopapaina -una cisteinproteasa representativo tipo
papaina- con el inhibidor cistatina de pollo (CEW) muestra dependencia con respecto a
la variacion del pH y fuerza ionica ().

La unién de SCM-quimopapaina con cistatina de pollo (en su forma cortada en el

extremo amino terminal en Gly®) presenta una moderada afinidad.

La SCM-quimopapaina y cistatina de pollo (ambas en su forma libre) en el intervalo de
pH de [3.5-10.0] a 25° C, no presentan un cambio significativo en la composicion de
estructura secundaria de proteina y estd ausente efectos de la presencia de la ionizacion
de Tyr en las respectivas sefiales espectrales.

La asociacion quimopapaina—CEW es modulada por interaccion electrostatica. Estas
interacciones son moduladas por el pH del entorno, que dicta el estado de protonacion
de los residuos ionizables localizados en la interfase del heterodimero de acuerdo con su
valor de pK, en la forma asociada o separada de las proteinas, por lo tanto, también

determina la energia de unién electrostética.

Proponemos que los residuos que participan en el par iénico entre cadenas, Lys** de
quimopapaina y Glu* de CEW, asi como Tyr® y Tyr® de quimopapaina, son los
principales residuos responsables de la dependencia de la afinidad del heterodimero

quimopapaina—CEW observada experimentalmente con respecto a la variacion del pH.

La variacion de K, (calculada como K,=Kq') con el pH se logré describir
apropiadamente con el modelo modificado de transferencia de protén (MPLM),
propuesto por Crnogorac et al. (2001), con la presencia de tres grupos ionizables

isoacidicos.

La dependencia de la constante de union con respecto a la variacion del pH, asi como la
contribucion electrostatica a la energia de unién estan fuertemente vinculada a la
presencia y distribucion de grupos ionizables en la interfase de complejos homélogas

cisteinproteasa—cistatina.
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7. PERSPECTIVAS.

A) Determinar la Ky del sistema quimopapaina-cistatina de pollo a cinco temperaturas (20,

B)

25, 30, 35y 40 °C) para poder determinar el cambio en la entalpia de unién (4Hy) vy el
cambio en la capacidad calorifica de union (4Cpy), mediante el uso de la ecuacion
integrada de van't Hoff. Los experimentos se realizarian con cistatina de pollo obtenida

a partir de clara de huevo, y empleando el método de titulacion fluorimétrica.

Expresar y purificar cistina de pollo recombinante para poder realizar experimentos de
Calorimetria de Titulacion Multitermica (MTC) que permitiera hacer una

caracterizacion termodindmica del sistema quimopapaina—cistatina de pollo.
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9. APENDICES.

A. Métodos desarrollados para purificar cistatina de pollo.

La purificacion de cistatina de pollo (CEW) involucra elevados costos de operacion
debido a su complicado proceso de extraccion y bajos rendimientos (alrededor de 20 a 28 % )
[16,29]. El precio comercial de CEW asciende a $15700/mg (catalogo Sigma-Aldrich, 2014).
Un objetivo inherente al presente trabajo fue implementar un proceso de extraccion y
purificacion de CEW con un rendimiento aceptable, accesible a los recursos del laboratorio
(materiales y equipos). Realizando modificaciones a los métodos reportados por otros grupos
de investigacion (Tabla A.1) se purifico CEW.

Tabla A.1 Métodos implementados para la purificacion de CEW.

Grupo de investigadores Etapas de purificacion \&

1) Precipitacion de ovomusina.

a) Anastasi et al. (1983) [29]. 2) 20 %

Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa—SCM-papaina.
3) Cromatoenfoque.

1) Tratamiento alcalino (pH 12.0).

b) Turketal. (1983) [48]. 2) Calentamiento a 62 °C.

3) Cromatografia de exclusion molecular sobre Sephadex
G-50.

4) Cromatografia de intercambio i6nico sobre DEAE-

Sephacel.

1) Calentamiento a 80° C.
¢) Turkand Brzin (1990) [49]. 2) Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa—SCM-papaina. 32 o

0
1) Cromatografia de intercambio i6nico en un sistema FPLC

(Fast Protein Liquid Chromatography).

1) Precipitacion de ovomusina.

d) Lindahl etal. (1988) [30]. 2) Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa—SCM-papaina.

3) Cromatografia de intercambio i6nico sobre DEAE

(grupos diethylaminoethyl con carga positiva).
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e) Trziszka et al. (2004) [16].

1)
2)
3)
4)
5)

Tratamiento con pH (pH 3.0, pH 6.0).

Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa—SCM-papaina.
Filtracion en gel sobre Sephadex G-100.

Cromatografia DEAE-Sephacel.

Cromatografia en HPLC fase reversa sobre una columna
de Nucleosil 100 C;q

28 %

f) Trziszka et al. (2006) [50].

1)
2)
3)
4)
5)

Tratamiento con pH 4.0, alcohol 30 %.

Cromatografia de afinidad sobre sefarosa—SCM-papaina.
Filtracion en gel sobre Sephadex G-100.

Cromatografia DEAE-Sephacel.

Cromatografia en HPLC fase reversa sobre una columna
de Nucleosil 100 Cy.

g) Wang and Wu (2014) [51].

1)
2)

Tratamiento con pH 6.0.

Cromatografia de intercambio catinico en un sistema
FPLC con una columna SP Sepharose FF.

Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa— SCM-papaina.

33 %

h) Reyes-Espinosa (2015)
desarrollado y presentado
en el presente trabajo.

1)
2)
3)
4)

Tratamiento con pH (pH 3.0, pH 6.0).

Calentamiento a 80° C.

Cromatografia de afinidad sobre Sefarosa— SCM-papaina.
Cromatografia de exclusién molecular sobre una columna
Sephadex 200 HilLoad 16/60 GP, seguida de una
cromatografia en una columna Sephadex 200 10/300 GL,
empleando un sistema FPLC.

8.5 %

Donde: ® Rendimiento reportado con respecto a la cantidad de cistatina de pollo (CEW)
contenida en clara de huevo al inicio de la purificacion (60 ug de cistatina / mL de clara [27]).
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B. Cromatografia de intercambio anidnico de CEW purificada.

La cromatografia de intercambio anionico se realizé dializando una muestra de CEW
purificada con amortiguador Tris-base 30 mM, pH 8.4. La muestra se cargd a una columna de
intercambio anionico Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare) utilizando un gradiente biféasico de
NaCl (0a0.4Men15mL de Veyde0.4a0.8 Men 10 mL de V).
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Figura B.1 Cromatograma de CEW purificada. Cromatografia de intercambio anionico:
columna Mono Q 5/50 GL, amortiguador de Tris-base 30 mM, pH 8.4.

La CEW presenta una composicion de la fraccién de cistatina de 0.33 (pico A), 0.3 (pico
B) y el resto de contenido de proteina eluye en picos menores. Estos valores se calcularon con
respecto al area total de los picos de elucion con el software estadistico del equipo de FPLC y
los datos del cromatograma presentado en la Figura B.1. El pico A corresponde a la forma no
fosforilada (p1=6.5) y el pico B (pl=5.6) a la fosforilada [31].
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C. Modelo para la determinacion de la constante de disociacion
(K4) para un sistema proteina-ligando mediante el método de
titulacion fluorimétrica.

La reaccion biomolecular reversible entre S-carboximetil-quimopapaina (SCM-
quimopapaina) y cistatina de pollo (CEW) fue estudiada con el método de titulacion
fluorimétrica, el planteamiento de este modelo fue propuesto por Krause et al. (1974) [84].

La deduccién de la ecuacion del modelo para determinar la constante de disociacion
proteina—ligando en el equilibrio mediante el método titulacion fluorimétrica que a
continuacion se describe fue presentada en la Tesis de Maestria de Reyes-Espinosa, 2009 [78].
La deduccidon parte de dos consideraciones [85]: La primera, el cambio en la cantidad fisica
medida (Emisién de fluorescencia) es proporcional a la cantidad de complejo proteina ligando
formado y la segunda, que todos los sitios de union son equivalentes e independientes.

La reaccion en el equilibrio entre SCM-quimopapaina y CEW estd representada por
ecuacion C.1.

Plibre + Clibre = PC (C-l)

Donde P;;;,,. €s SCM-quimopapaina en forma libre, C;;,,. €5 CEW en forma libre y
PC el complejo formado SCM-quimopapaina—CEW.

La constante de asociacién en el equilibrio (K,) se define como:

K _ 1 [PC]
% Ka  [PribrellClibre]

(C.2)
Donde: K, es la constante de disociacion en el equilibrio.

La cantidad total de SCM-quimopapaina (P) contenida en la mezcla se pueden expresar como
la cantidad en la forma libre (P;;,,) mas la cantidad presente en forma de complejo (Ppc):
P = Pjjpre + Ppc (C.3)

La cantidad total de CEW (C) contenidas en la mezcla se expresa como la cantidad en la forma
libre (C;;p-e) Mas la cantidad presente en forma de complejo (Cp¢ ):

C = Cipre + Cpc (C.4)
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La intensidad de fluorescencia emitida a una longitud de onda A (F;) depende de la intensidad
de luz absorbida (1) y del rendimiento cuéntico (¢r). Para absorbancias pequefas a través de
la ley de Beer y Lambert se puede demostrar:

Fl = IAd)F = 230310Z¢)F€lc (C5)

Donde: I, Intensidad de la luz de excitacion; Z, factor instrumental, caracteristico de
cada instrumento; &, coeficiente de extincion; [, longitud de la trayectoria Optica; c,
concentracion.

Definiendo k = 2.3031,Z1 Yy sustituyendo en ecuacion C.5:
F) = k¢rec (C.6)
Dénde: k[=] cm; € [=] ecm™M™; ¢[=] M.

Definiendo la intensidad de fluorescencia de las especies (F;) contenidas en la celda de
titulacion como:

Fp 1ipre, Fluorescencia de SCM-quimopapaina libre;

Fp, Fluorescencia de SCM-quimopapaina total;

F¢ 1ipre, Fluorescencia de CEW libre;

F,, Fluorescencia de CEW total;

Fy, Fluorescencia de la mezcla;

Fp, Fluorescencia del complejo SCM-quimopapaina—CEW.

De la ecuacion C.3, la fluorescencia de SCM-quimopapaina contenida en la celda de reaccion
se puede expresar como:

Fp = Fpjipre + Fpc (C.7)
Para la florescencia de CEW contenida en la celda de reaccion, de la ecuacion C.4:

Fe = Fcuipre + Fpc (C.8)
La intensidad de fluorescencia de la mezcla se expresa como:

Fy = Fpjipre + Fc iibre + Fpc (C.9)



Desarrollando la ecuacién C.7 en términos de C.6, se obtiene:

Fy = k¢pep[Pripre] + kdcec[Cripre] + kdppcepc[PC]
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(C.10)

Despejando Pj;,-. de ecuacion C.3, Cj;pre de ecuacion C.4 y sustituyendo estas en ecuacion

C.9y arreglando la ecuacion se obtiene:
Fy = Fp + F¢ + [PCl(¢pcepc — Prep — dbcec)
Donde: Fp = ¢ppep[P]

Fe = ¢cec[C]

Arreglando ecuacion C.11 y dividiendo esta por ecuacion C.12, se obtiene:

__ Fp+Fc—Fv __ [PCla

Y =
Fp [P]

(ppcepc—Ppep—dcec)
dpep

Donde: a =

Despejando la concentracion del complejo[PC] de C.14:

Y [P]
a

[PC] =

Despejando Cj;;,. de ecuacion C.2 y sustituyendo Pj;;,.. obtenida de la ecuacion C.3:

_[PClKq _ [PCIKg _ Kg

Ciin. = = =
bre = pu..l — [P]-[PC] %-1

Despejando % de ecuacién C.16 vy sustituyendo en C.17:

(C.11)
(C.12)

(C.13)

(C.14)

(C.15)

(C.16)

(C.17)

(C.18)

(C.19)
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Arreglando la ecuacién (C.19) como:

[C] _  YKq Y
[P]  (a-Y)Pr T (C.20)
Definiendo: x = % , W= [KT‘; ; sustituyendo estas expresiones en la ecuacion C.20:
wYy Y
= (a — Y) + ; (C21)

Desarrollando el polinomio de la ecuacion C.21.:
Y2—a(l+w+x)Y + a’x=0 (C.22)

La ecuacion C.22 es un polinomio de segundo grado con coeficientes constantes, el cual se
resuelve mediante la solucién general:

Y=%((1+w+x)i\/(1+w+x)2—4x> (C.23)

Tomando la raiz negativa de la solucién de la ecuacion C.23:

Y=%((1+w+x)—\/(1+w+x)2—4x) (C.24)

Sustituyendo: x = % w = [P] , en la ecuacion (C.24):

y = {(1+ \/[ Ka 4 L0 2—4%]} (C.25)

Igualando ecuacion C.14 y ecuacion C.25 se obtiene el modelo matematico (ecuacion C.26)
con el cual se estudié la reacciéon biomolecular reversible entre SCM-quimopapaina y CEW:

_Fp+Fc—FM _ i _ ﬂ
y =T = 2 {(1+ J[ 1+ P 4[P]]} (C.26)

Donde; Fp, F;, Fp son las variables experimentales (lecturas de emision de
fluorescencia); [C], [P] son variables independientes; K, a son parametros calculados a
partir del ajuste no lineal de los datos experimentales evaluados en la primera parte de la

ecuacion sobre la curva Y vs. % (Segunda parte de la ecuacion).
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D. Derivacion del modelo modificado de transferencia de proton
vinculado a la unién: MPLM (Crnogorac et al., 2001),
desarrollado para tres grupos isoacidicos.

La derivacién que a continuacion se presenta, es tomada del trabajo de Crnogorac et al.
(2001) [34], la cual es una extension con ligeras modificaciones de los trabajos de Laskowski
and Finkenstadt (1972) [79] y Wyman (1964) [80]. La formulacion desarrollada por Crnogorac
et al. [34] para describir la dependencia de la constante de unién con respecto al cambio de pH
fue empleado sin realizar modificacion alguna para describir la dependencia del sistema en
estudio. A continuacion se presenta la derivacion del modelo con la finalidad de presentar el
aspecto conceptual de su construccion y formulacion.

Dada la reaccion de asociacion entre la proteina P (Proteasa, quimopapaina) y la proteina |
(Inhibidor, cistatina): P+1e Pl (D.1)

Donde cada especie P, I, PI puede unir H* (protones). La constante de union (K) se define
. _ [p1]

como: K= I (D.2)

Si la especie P posee np grupos titulables (sitios de union de H* ), P puede existir en 2™

estados protonados. ElI nimero de estados protonados de P esta dado por la ecuaciéon D.3,

donde i de los np grupos en P son desprotonados.

P _ n _ np

bi = (npii) T (mp-Di! (D.3)
Estos p! estados protonados son indexados con j. La concentracion total de cada especie P, I
y PI es una suma sobre todos sus posibles estados protonados y estan dados por ecuacion D.4,
D.5y D.6, respectivamente indexado coniy j.

[P)= 5, 57 [P (D.4)
=5, 57 [111]] (D.5)
[Prl= 2o 570 [Pk (D6)

Sustituyendo D.4, D.5y D.6 en D.2, se obtiene:

n PPI j
Pl 1
M ijl[PIHi]

K = (D.7)

yP 2’{ A z’.’g [14]]
i=04j=1 i|4izo4j=1[""i

Donde np, n; y np; son los nimeros de grupos titulables de P, I y PI, respectivamente.
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El equilibrio entre las proteinas P y | completamente protonadas esta dado por D.8,
asumiendo que np + n;=np;, es decir, que los sitios de unién de protones (H*) en la forma libre son
los mismos en la forma asociada (no hay generacidn o creacidn de otros sitios).

P, + 1, & PI, (D.8)

La constante de equilibrio para la asociacion de las proteinas completamente protonadas esta
definida como:

_ [pPIp]
Ko = oottt (©9)
El equilibrio entre el estado completamente protonado de referencia y el estado que es

indexado con iy j, para cada especie es expresado por D.10, D.12 y D.14, su respectiva constante de
equilibrio D.11, D.13y D.15.

PHy < [PH]] + i[H*] (D.10)
oy, e _ [PH]EY
Ly =1 L =t 5 (D.11)
IHy < [IH]] + i[H*] (D.12)
ji_ g, Ll
Ly =1, L; = T (D.13)
PIHy < [PIH]] + i[H*] (D.14)
ji_ g er _ [Py
Ly =1 L= 5 (D.15)
Dividiendo ecuacion D.7 entre D.9 y ordenando, se obtiene:
PI ,
it v
K =Ko7— F””fﬂn — (D.16)
Zifozjil[PH{] Ziiozji1[””{]
[PHo] [IHol
Utilizando ecuaciones D.11, D.13, D.15 y sustituyendo en la ecuacién D.16:
ZT"PIZI')lPI[H+]—iL]:PI
K=K, e : (D.17)

np <P +1-i JP\( g™ Pl )|
z:i=02j=1[H] L; Zi=02]-=1[H] L;
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Aplicando log en ambos lados de la ecuacion D.17 y diferenciando la ecuacion resultante con
respecto a pH =-log[H*], se obtiene:

npysPi iy JPI np ! i jP R il
dlog<2ifolzjil[f1+]—w]i ) dlog(Zifonil[Hﬂ—zL{.) dlog(zizlozjil[H+]—lLJi)

dlogK _ dlog(K
g - g(Kop) + _ _ (D 18)
dpH dpH dpH dpH dpH

De la derivacion de los ultimos tres términos se obtiene:

PI PI
nprPi [py+1-iyJPI NprPi [py47—iJPI PI o
leg(Zi:O X, [HYI MG ) _[H] d(zizo L HTIM ) [H+]2?="0’2§.’;1i[H+]‘l‘1L{.P’

= (ips)

- PI :
dpH AN alH] DA WN AR
(D.19)
dl np b H1-igJP al ™ o g1-ipfP np <P i—1,JjP
og] Zi=02j=1[ ] i _ —[H+] z:i=02j=1[ ] i _ [H+]EL-=POE]';11'[H+]_L_1LJi _ <l )
= ) = P _ =\lp
w AN ] AR
(D.20)
I o n I o .
ool t) (L \dosthord) wsgshoerd
- - = 7 : = lI
i ARAUERTY DRI
(D.21)
Sustituyendo D.19, D.20 y D.21 en D.18 se obtiene:
dlogk _ _ . . .
TapH q = (ipr) — (ip) — (is) (D.22)

Donde (ip,), {ip) y (i;) representan el nimero promedio de H* cedidos a partir de las formas de
P, 1y PI completamente protonadas a el pH de interés. Por lo tanto, g es el nimero de H*
liberados bajo la asociacion. El equilibrio a un pH determinado esta definido por:

PH,y + Ly © P,y + ((ipr) — (ip) — (iNH* (D.23)
Integrando la ecuacion D.22 sobre pH, se obtiene:
dlogK (pH,) — dlogK (pH,) = ;’PZZ q dpH (D.24)

Por lo tanto, si se conoce la constante a pH;, la constante a pH, se puede conocer a traves de
la ecuacion D.24, o bien, si la dependencia de K con respecto a la variacion de pH es conocida,
el numero de protones liberados bajo la asociacion esta dada por la primera derivada de la
ecuacion D.24.
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Para simplificar la ecuacion D.17, Crnogorac et al. [34] definieron [P + 1] = [P][I], ¥
empleando ¢ como indice para la proteina asociada o combinada y s como indice para la
proteina separada o libre. Si n es el nimero de H* que pueden unirsea Py I 0 PI (n=mn, +
ng = nyp) la ecuaciéon D.17 se reescribe como:

n P rpy+1-iJc
Zi:()z]':l[H ] lLi

K =K, Z?=02?i1[H+]_iL{S (D.25)
Donde LI y L)* estén dados por:

Para resolver D.25 se requieren conocer gran cantidad de parametros, tomando como ejemplo
el sistema de estudio cisteinproteasa—cistatina, se identificaron trece residuos ionizables (ver
Tabla 4.6) posiblemente involucrados en la dependencia de la constante de asociacion con
respecto a la variacion de pH, lo que implica considerar 16383 pardmetros libres (valores

de L{:(Z x 213) — 2+el valor de K,).

Crnogorac et al. [34] modificaron este modelo introduciendo el concepto de grupos isoacidicos
logrando reducir considerablemente el nimero de pardmetros. Con el propdsito de reducir el
namero de parametros libres, uno puede asumir que un compuesto de pK, puede ser asignado a
residuos con comportamiento similar en pK,s, estos residuos son Illamados grupos isoacidicos.

Un grupo isoacidicos se define como como un grupo de residuos que titulan en el mismo
intervalo de pH, sin requerir la interaccion fuertes entre ellos [34]. Asumiendo que hay M
grupos de residuos isoacidicos en la proteina. Cada grupo consiste de m; residuos titulables.
Reescribiendo D.25 se obtiene:

K=K, . .f' (D.28)
AN
al = ¥ x] my (D.29)
M!
Pi = (=) = oo (D.30)

Donde p; es el nimero de estados protonados teniendo i grupos de residuos isoacidicos
desprotonados, i es el nimero de grupos de residuos isoacidicos desprotonados, j es el indice
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de estado protonado, a{ es el numero de protones disociados a partir de la proteina, xl’k es el
k-esimo elemento del estado protonado M-dimensional en el estado (i,j) comparado a su
estado completamente protonado, dependiendo si i es protonado o desprotonado su vector
tomara el valor de 1 o 0. Bajo este contexto un grupo de residuos isoacidicos es considerado
totalmente protonado o totalmente desprotonado.

La constante de equilibrio de la disociacion acida (K;) de un grupo titulable se define como:

HAS A=+ HY; K, = (D.31)

La curva de titulacion de una proteina con N residuos titulables puede ser escrita como la suma
de N curvas de titulacion estandar. Asumiendo que estos son M grupos de residuos titulables y
cada grupo puede unir mi protones, el equilibrio entre estados (i,j)y el completo estado
protonado puede ser descrito como ecuacion D.32 y D.33 para las proteinas asociadas y libres
respectivamente (por definicion, pK, = —logK,).

, . M s
L = T ], (Kg)™ = 107 H6m i e Pl (D.32)

X , _yM c
L = TS, x], (KG)™ = 107 M= 5 PR (D.33)
Escribiendo la ecuacion D.28 en términos de D.32 y D.33, y definiendo K; como la constante
de uniodn se obtiene:

j
ik

C

i _yM
M Pi [,0-pH|~% 10 Tk=1%}, ™k PKa
ZiZoZ;L,[107PH] 10 ,

Kb:KO

(D.33)

S

J mp pKak

M
_Zk=1xlk

. j
b 14 — -a;
Ii\iozji1[1o PH] 10

A partir de la dependencia de pH de la asociacién de SCM-quimopapaina—CEW (Figura 4.19),
se pueden apreciar tres puntos de inflexion en la isoterma obtenida lo cual se pude relacionar
con tres grupos de residuos isoacidicos (M=3) que estan cambiando su estado de protonacion
bajo la asociacion. Por lo tanto se tienen 2°=8 estados de protonacién (D.34) para las proteinas
en forma separadas, asi como también, para las forma combinada.

Los correspondientes estados de protonacion (ecuacion D.30) para M=3 estan dados por:
M M.
Pi = (M—i) :m, L= 0,1,2,3 .

31 - T -
Po=gm=b P1=gn =3 P2=pm=3 P~ L (B:34)

Los vectores de las expresiones indicadas en D.33 correspondientes a los estados de
protonacion (x] ) son:
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x& =00 0] (estado totalmente protonado, x3; =0, x3, =0, x¢; = 0);
x{ =[100] (xi; =1, x{ =0, x{3 = 0);
x{=[010] (xf; =0, x7, =1, x{3 = 0);
x3=[001] (x3,=0,x3,=0,x3 =1); (D.35)
x3 =[110] (%31 =1, x3, =1, x33 = 0);
x5=[101] (x3,=1,x3,=0,x35 =1);

x3=[011] (x3; =0, x3, = 1, x35 = 1));

x1 =[11 1] (estado totalmente desprotonado, xi, =1, x3, =1, x; =1)

Desarrollando ecuacion D.29 y sustituyendo los correspondientes valores de x{ (valores
expresiones en D.35), se obtiene:

al =¥k xlmej=123

ay = V=1 X5, My = X5, My + x5,m; + x5, mz = 0 (D.36)
ai = Yoy X1, my =x1,my + x{, my + xi my =my (D.37)
af = Yoy X5, my =x§ my + x{, m, + xf my = m, (D.38)
a3 = Yio1 X5, My = x5 my + x5 my + x3 my =mg (D.39)
ay = Yoy X3, My = X3, My + X3,My + x5, M3 = my +m, (D.40)
a3 = Yoy X5, My = x5 my + x5 my + x5, my =my +my (D.41)
a3 = Vo1 X3, My = X3 My + x3 My + x3 my =m, +my (D.42)
a} = Yjoq X3, My = X3, My + X3,M; + x3,M3 = my + m, +mj (D.43)

Desarrollando para la forma separada de la proteina, la ecuacion D.32 para M=3.

Ljs _ 1O_Zi=1x(]’k Mk PKa, _ 10—(x(])1 my pK,§1+x(])2 m, pKle+x(])3 m3 pK3,) (D 44)
0 .
: 3 J i j j

s — 1O_Zk=1x1k m PKa, _ 10_(’5{1 my pI{‘511+x{2 my pK§2+x{3 m3 pKg,) (D.45)
1 .

1S = 1O—Zi=1xék mi PKay, _ 10—(9%1 my pK¢§1+xé2 ma chSzz"'xég m3 pKgs) (D.46)
> .
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' s . . .
Lés _ 10—Zk=1x3k my pKa,, — 10—("%1 my pK31+xé2 ms pKle+xé3 m3 PKa3) (D.47)

Desarrollando para la forma combinada de la proteina, la ecuaciéon D.33 para M=3.

176 = 107 Sher X0 M PKE _ 1, ma PKE 4], ma pE, ], ma PKE,) (D.48)
1€ = 107 Sher X1 M PKE, _ 10 Cel, ma pRE 4], ma pIE, ], ma pKE,) (D.49)
sz'c _ 10—22=1x£k my pKG, _ 10—(x£1m1 pK&1+x£2 my pK§z+x£3 ms pKa;) (D.50)
L]:;)C — 10—Zi=1xék myg ngk — 10_(35;;1 my ngl"'xéz my pK§2+x£3 ms pK£3) (D51)

Sustituyendo los correspondientes valores de xij (expresiones indicadas en D.35) en ecuaciones
D.44 a D.51, se obtiene:

a) Para las proteinas en forma separada (libre):

L%)S — 10—(9531 my pKG,+x5, Mg PKG,+x5, M3 PKG;) —

10_((0) mq ng.1+(0) my ng.2+(0) ms ng.g,) — 100 — 1 (D.52)

Llls — 10—(96%1 my pKg, +x1, my pKs,+x1, ms pKi;) —

10~ (V) my PKa, +(0) my pKa,+(0) m3 pK3;) — 10~ ™ PKa, (D.53)

Lis — 10—(.76'%1 mq ngl +x%2 my ng.z +X%3 ms ngg) —

10~ ((©) my pKg, +(1) mz pKg,+(0) m3 pPKaz) — 1~ M2 PKa, (D.54)

Lis — 10_(x%1 mq ngl +x%2 my ng.z +x%3 ms ngg) —

10~ (@ my PKG, +(0) my pKg,+(1) m3 pKg,) — 10~ ™s PKas (D_55)

L]Z.S — 10—(.76'%1 mq ngl +x%2 ms ng.z +X%3 ms ngg) —

10~ (1) M1 PKG, +(1) ma PKG,+(0) m3 PKS,) — 10~ (M1 PKS, + M2 PKS,) (D.56)

2 2 2
L%S = 10" ®2z; M PKg, +x3, ma K3, +x5, m3 pKa,)

10~ (D) mq PKG, +(0) mp PKG,+(1) m3 PKaz) — 1~ (M1 PKg, + M3 PKG,) (D.57)

L%S — 10—(96%1 my pKG, +x3, my PKG, +x3, m3 pKg;) _

10~((©) M K, +(1) mz P, +(1) m3 PKE,) = 1~ (mz PKE, + ms pKy) (D.58)

1 1 1
Lés = 10" (3, ™1 PKG, +x3, M2 PKa, +X3, m3 pKg,) —

10~ (@) my pKg, +(1) mz PKg, +(1) m3 PKa3) — 1~ ((m1 PKa, + m2 PKg,+ m3 pKay) (D.59)
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b) Para las proteinas en forma combinada (asociada):
L%)C — 10—(x&1 my pK§, +x5, My PKG,+X5, M3 PKG,) —

10—((0) my pKg, +(0) my pKg,+(0) m3 pK§3) =10°=1 (D.60)

10_((1) mq ngl_l—(O) ms ngz +(O) ms pKCL;3) — 10_ mq ngl (D.61)

10_((0) mq ngl_l—(l) ms ngz +(O) msz pKCL;3) — 10_ my ngz (D.62)

3 3 3
Lsic = 10_(x11 mq pK6C11+x12 ms ngz +x13 m3 ng3) —

10~ (@ my PKg, +(0) my pK§,+(1) m3 pKG,) — 10~ ™s PKas (D63)

1 1 1
L]2~C e 10_(x21 my pKCCll+x22 ma ngz+x23 m3 ng3) =

10—((1) mq pK§, +(1) my pKG,+(0) m3 pKG,) — 10~ (my pK§, + my pK§,) (D_64)

L%C — 10—(96%1 my pK§1+x§2 m; ng2+x§3 m3z pKG,) —

10_((1) mq ngl_i—(O) ms pK6L£2+(1) msz ng3) — 10_ (ml ngl_i— ms ng:;) (D.65)

Lséc — 10—(x§1 my pKG, +x3, my pKG, +x3, m3 pKG;) _

10~ (@ my PKG, +(1) my pKG,+(1) m3 pKG,) — 10~ (M2 pKa,+ m3 pKg,) (D.66)

1 1 1
L%))C = 10_(x31 my ng1+x32 ms ngz +x33 mg3 ngg) e

10~ (V) my PKg, +(1) ma pKg,+(1) m3 pKg,) — 10~ ((ma PKg, + my pKg,+ m3 pKg,) (D.67)
Rescribiendo ecuacion D.28 y desarrollando para M=3, definiendo: K,= Kj,, constante intrinseca:

. j o
M 14 +1—a; ,jc
Tizo X, [HT] 7Ly [Num]

~ Mnt[peno)

(D.68)

K:Ko

. J
M yPi +17@; 1S
YO WAN I Al I

Donde:

Num = S, 70 [H] LS = S0, [H+]7% LI + 3P [H+]-% LF +
P LHH)7 L 4 BP0 [HH]70 L = [HH]78 1 + (] Lk +
[H+]_a%L%C + [H+]—a§L?ic + [H+]_a%L§C + [H+]_a%L%C +
[H+]_a3L§C + [H+]_a%L§C
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Deno = YIS [H*]™% LI = $70 [H*]79% L5 + $P4 [H*]-91 LI° +
P2 [H¥1792 LS + SP2 [HH]7%5 L = [HH]7LY + [H*] oLl +
[H+]—a%L%s + [H+]—ai'L§s + [H+]_a%L§S + [H+]_a%L§S +
[H+]—a§L32's + [H+]—a§L§s
Sustituyendo expresiones D.52 a D.67 en D.58, finalmente se obtiene la ecuacion del modelo

MPLM, para tres grupos isoacidicos (ecuacion D.69) que permite describir la dependencia de

K, con respecto a la variacion de pH.
K, (pH) = Kine[Num/Deno] (D.69)
Donde: Num y Deno estan definidos por:

Num =1+ 107™M1PKai » 1omiPH 4 10-mzpKag 5 1mzPH 4 10~MsPKas  1omspH |
10—(m1pKa§+m2pKa§) % 10(m1+m2)pH + 10—(m1pKa§+m3pKa§) X 1O(m1+m3)pH +
10—(m2pKa§+m3pKa§) x 10(mz+mz)pH 4 10—(m1pKa§+m2pKa§+m3pKa§) X

10(m1+m2+m3)pH

Deno =1+ 107™1PKal x 10miPH 4 10~m2PKa3 » 1oM2PH | 1(0~MaPKa3 » 1oMaPH |
10~ (mipKaj+m;pKa3) s 1((mi+mz)pH 4 10— (mipKaj+mspKa3) s 1((mi+mz)pH
10~ (mzpKa3+m3pKa3) s 1((mz+m3)pH 4 1~ (mipKaj+m,pKaj+mspKa3) y
10(m1+m;+m;3)pH
Los parametros libres a estimar en esta ecuacion (D.69) son diez: la constante intrinseca (Kj,)
tres grupos isoacidicos (m;, m,, m3, cada uno constituidos de tres posibles residuos), tres
valores de pK, para la forma asociada (pKai, pKag y pKag) y tres valores de pK, para la forma

libre (pKa3, PKa, Y PKay)-
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E. Propiedades estructurales quimopapaina, CEW y proteinas de

complejos homadlogos cisteinproteasa-cistatina.

El alineamiento de secuencia primaria de estructuras homologas cisteinproteasa cistatina

(Seccion 3.4.3) es presentado en la Tabla E.1. La composicion de aminoécidos y las

propiedades estructurales de las proteinas que componen estos heterodimeros son presentados

en la Tabla E.2 y E.3, respectivamente.

Tabla E.1 Alineamiento de secuencia primaria® de estructuras homélogas

cisteinproteasacistatina (Tabla 4.9) e identificacion de residuos localizados en la interfase.

Alineamiento de secuencia de cadena correspondiente a cistatina (Inhibidor).

---[GrPVPVDENDEGLORALQFAMAEYNRASNDKY SSRVVRVISAKRQOLVSGIKY ILOVE 57
- --|[gAPVPVDENDE|/GLORALQFAMAEYNRASNDKY SSRVVRVISAKROLVSGIKYILQVE 57
MMSGAPSATQPATAETOHIADQVRSQLEEKYNKKFP--VFKAVSFKSQVVAGTNYFIKVH 58
MIPGGLSEAKPATPEIQEIVDKVKPQLEEKTNETYG--KLEAVQY[KTQVVAGTNY Y|TKVR 58
MIPGGLSEAKPATPEIQEIVDKVKPOLEEKTNETYG--KLEAVQYKTQVVAGTNYY|TKVR 58
MIPGGLSEAKPATPEIQEIVDKVKPQLEEKTNETYG--KLEAVQYKTQVVAGTNY[Y|TKVR 58
MIPGGLSEAKPATPEIQEIVDKVKPOQLEEKTNETYG--KLEAVQYKTQVVAGTNY[Y|JTKVR 58

* * * . . * K o Kk o

IGRTTCPKSSGDLQSCEFHDEPEMAKYTTCTFVSIPWLNQIKLLESKCQ
IGRTTCPKSSGDLQSCEFHDEPEMAKYTTCTFVSIPWLNQIKLLESKCQ

VGDEDF------ VHLRVFQSLP--HENKPLTLSNYQTNKAKHDE LT[Y[F-- -

AGDNKY------ MHLKVEKSLP--GONEDLVLTGYQVDKNKDDE LTGF - -~

AGDNKY-—--—- MHLKVEK|SLP--GONEDLVLTGYQVDKNKDDE LTGF - -~

AGDNKY------ MHLKVEK|SLP - -GONE/DLVLTGYQVDKNKDDE LTGF - -~

AGDNKY-—--—- MHLKVEK|SLP--GQNEDLVLTGYQVDKNKDDE LTGF - -~
* . .

* . * . . * . .« %

.« %

108
108
98
98
98
98
98

. o %

(Quimo—CEW)
(Pap—CEW)
(1STF)
(3K9M)
(INB5)
(3KSE)

(BKFQ)

Donde: * El alineamiento se realizé con el servidor EMBL-EBI, Tools > Multiple Sequence Alignment>

ClustalW2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. * El analisis de los residuos que constituyen la

interfase se realizd con el servidor PDBePISA (Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies):

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/. Los residuos (codigo de una letra) sombreados son los residuos

identificados en la interfase. Los residuos marcados en recuadro son
identificados en la interfase del heterodimero sefialados en la Tabla 4.9.

los residuos ionizables
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Alineamiento de secuencia de cadena correspondiente a cisteinproteasa (enzima).

YPQSIDWRAKG----AVTPVKNQOGACGSCWAFSTIATVEGINKIVTIGNLLELSE--QELV 54
IPEYVDWRQKG—---—-AVTPVKNQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKIRTGNLNQYSE--QELL 54
IPEYVDWRQKG—----AVTPVKNQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKIRTGNLNQYSE--QELL 54

LPASFDAREQWPQCPTIKEIQ@QGSCGSCWAFGAVEAISDRICIHTNAHVSVEVSAEDLL 60
YPPSMDWRKKGN-—--FVSPVKNQGSCGSCWTFSTTGALESAVAIATGKMLSLAE--QQLV 55

APRSVDWREKG-—--YVTPVKNQGOCGSCWAFSATGALEGQMFRKTGRLISLSE--QNLV 54
LPKSVDWRKKG----YVTPVKNQKQCGSCWAFSATGALEGOMFRKTGKLVSLSE--QNLV 54

O - Dot ExRRR Lk o oL *. . A
DCDKH--S[Y|GCKGEYQTTSLOYVANN-GVHT SKVY PYQAKQYKCR-—————————————— 96
DCDRR--SY|GCNGGY[PWSALQLVAQY-GIHYRNTYPYEGVQRYCR-~-——===-————-—~ 96
DCDRR--S[Y|GCNGG|Y[PWSALQLVAQY-GIHYRNTYPYEGVQRYCR-————====—————- 96
TCCGSMCGDGCNGGY|PAE AWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYS I PPCEHHVNGSRPPCT 120
DCAQNFNNHGCQGGLPSQAFEY IRYNKGIMGEDTYPYKGQDDHCK-~———====————-~~ 100
DCSGPQGNEGCNGGLMDYAFQYVQODNGGLDSEESYPYEATEESCK-————===-————-—~ 99
DCSRPQGNQGCNGGFMARAFQYVKENGGLDSEESYPYVAVDEICK-—-——===-————-~- 99

* . . . .

* Kk o k%

——————————————— ATDKPGPKVKITGYKRVPSNCETSFLGALAN—QPLSVLWEAGGEP 140
——————————————— SREKGPYAAKTDGVRQVQPYNQGALLYSIAN—QPVSVVLQAAGED 140
——————————————— SREKGPYAAKTDGVRQVQPYNQGALLYSIAN—QPVSVVLQAAGED 140
GEG@TPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAEIYKNGPVEGAFSVYSD— 179
——————————————— FOQPDKA-IAFVKDVANITMNDEEAMVEAVALYNPVSFAFEVTND- 143
——————————————— YNPKYS—VANDAGF—VDIPKQEKALMKAVATVGPISVAIDAGHES 142

——————————————— YRPENS-VAQDTGFTVVAPGKEKALMKAVATVGPISVAMDAGHSS 143
. .. * .

FQLYKSGVFDG-PCGT---[KLDHAVTAVGYGTS----DGKNY I I IKNSWGPNWGEKGYMR 192
FQLYRGGIFVG-PCGN---[KVDHAVAAVGYGP—~--——~--— NYILIKNSWGTGWGENGYIR 188
FQLYRGGIFVG-PCGN---[KV[DHAVAAVGYGP-~--——~--— NYILIKNSWGTGWGENGYIR 188
FLLYKSGVYQHVTGEM---MGGHAIRILGWGVEN-—--GTPYWLVANSWNTDWGDNGFFK 232
FLMYRK|GIYSSTSCHKTEDKVNHAVLAVGYGEE----NGIPYWIVKNSWGPQWGMNGYFL 199
FLEYKEGIYFEPDCSS - -EDMDHGVLVVGYGFESTESDDNKYWLVKNSWGEENGMGGYVK 200
FQFY[KSGIYFEPDCSS--[KNLDHGVLVVGYGFEGANSDNSKYWLVKNSWGPEWGSNGYVK 201

*orkr o *aon A HEHA *orr xRk kok ok
LKRQSGNSQGTCGVYKSSYYPFKGFA 218 Quimopapaina—CEW (Quimo—CEW)
IKRGTGNSYGVCGLYTSSEYPVKN-- 212 Papaina—CEW (Pap—CEW)
IKRGTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN-—- 212 Papaina—Estefina B (1STF)
ILRGQD————HCGIESVAGI PRTD 254 Catepsina B—Estefina A (3K9M)
IERGK----NMCGLAACASYPIPLV- 220 Catepsina H—Estefina A (INB5)
MAKDRR---NHCGIASAASYPTV--- 220 Catepsina L-Estefina A (3KSE)

IAKDKN---NHCGIATAASYPNV--- 221 Catepsina V-Estefina A (3KFQ)

* K .
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Tabla E.2 Composicion de residuos de aminoacidos® de proteinas que componen las
estructuras homdlogas cisteinproteasa—cistatina en comparacion (Tabla E.1).

Proteinas Quimo. Papaina Cat.B Cat.H Cat.L Cat.V CEW CA CB

Polar acido
Asp (D) 7 6 13 10 14 10 5 6 4
Glu (E) 7 7 17 11 18 11 8 9 6
Polar basico
Lys (K) 21 10 10 14 13 19 7 12 9
Arg (R) 5 12 9 4 2
His (H) 3 2 9 4 3 3 1 5

Polar no cargado

Gly (G) 27 28 31 20 25 24 5 8 3
Ser (S) 17 13 22 14 19 20 10 2 7
Thr (T) 14 8 11 5 7 7
Cys (C) 8 6 14 4 0 0
Tyr (Y) 15 19 13 12 13 11 5 6 4
Asn (N) 11 13 11 15 10 14 4 5 5
GIn (Q) 11 13 6 9 8 9 7 6 7
No polar
Ala (A) 14 14 14 19 17 18 7 5 8
Val (V) 16 18 16 15 16 20 9 9 9
Leu (L) 12 11 10 11 10 10 8 8 6
lle (1) 8 12 14 10 6 5 6 4 2
Pro (P) 11 10 15 12 9 10 5 5 5
Phe (F) 6 4 7 10 8 9 3 2 7
Met (M) 1 0 4 8 6 2 2 2
Trp (W) 4 5 8 5 5 5 1 0 0

Total de residuos 218 211 254 220 219 220 108

Masa molecular®
(KDa)

(o]
oo
O
oo

23.66 2332 27.82 2431 24.04 2391 1219 11.01 11.16

Donde: ® Obtenidos a partir de los respectivos PDBs (citados en Seccién 3.4.3); ® masa molecular
calculada en base a la composicion de aminoécidos, empleando el servidor PROTEIN
CALCULATOR v3.4 (http://protcalc.sourceforge.net/); Quimo., quimopapaina; Cat., catepsina; CA,
estefina A; CB, estefina B.



Tabla E.3 Propiedades estructurales de las proteinas que componen los heterodimeros
indicados en Tabla E.1.

Cadena % HSP® % Hélicea® % Hoja B ° Cistinas Cisteinas

c&.ct
Quimopapaina 24 23 3 c*c® cFyc

Cls3_ 204

c2.c8
Papaina 57.61 26 21 3 Cc¥c® c®
Cl83. 200
C14_C43
ct2.clz
Clos_ o119
Cl00_~132
c2.c8
CatepsinaH  40.0° 24 22 3 C%c®  c®yc®

Cl54 200

c2.cts
CatepsinaL ~ 41.01 28 21 3 c¥®c%®, c®

C156_209

Cc2.C
CatepsinaV 4271 32 18 3 Cc*c%, c®
Cls7 210
cic8t
o’

CatepsinaB ~ 23.11 25 25 6 Cc®"y c¥0

CEW 15 38 2

Estefina A 18 41 =
Estefina B 53.1 2 19 39 _

Donde: ®Resultado de alineamiento (* respecto a quimopapaina y * a estefina A; Tabla E.1);
® valor de % de estructura secundaria asignada con el programa DSSP [86], disponible en
repositorio Protein Data Bank (PDB) [20]. *, Residuo catalitico; ldentificacion de cistinas
usando el servidor firstglance (http://firstglance.jmol.org).

99
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F. Residuos hot spots en la interface de complejos homadlogos
cisteinproteasa-cistatina: Computational alanine scanning

of protein-protein.

Kortemme et al. [72,73] desarrollaron una herramienta computacional rapida para la
predicacion de residuos de aminodcidos energéticamente importantes localizados en la
interface proteina—proteina, al cual nombraron “computational alanine scanning”, en el
presente trabajo el método lo voy a citar como CAS por sus siglas. Los datos de entrada son el
archivo PDB de un complejo proteina—proteina; retornando al término del proceso de datos
una lista de residuos hot spots, o cadenas laterales de aminoacidos que se predice
desestabilizan significativamente la interfase cuando son hipotéticamente mutados a residuo
de alanina, analogos a resultados experimentales de mutagénesis alanine-scanning. La
metodologia de calculo (presentada en referencia 81) fue validada con el exitoso disefio de
interfaces de proteinas con nueva especificidad y actividad. También ha aportado nuevos
conocimientos sobre los mecanismos de la especificidad del receptor y reacciones secundarias
en los sistemas bioldgicos [73].

Si método CAS se aplica a la estructura de un complejo sin datos experimentales
existentes (como ocurre en para la interaccion quimopapaina CEW) el algoritmo de computo
identifica todos los residuos de la interfase de proteina—proteina. En su metodologia, un
residuo localizado en la interfase lo definen como aquel residuo que al menos uno de sus
atomos se encuentra a 4 A de cualquier 4tomo perteneciente a la cadena opuesta, 0 bien, un
residuo que se queda enterrado (oculto) significativamente en la formacion del complejo, lo
cual se mide por un aumento de tomos C; dentro de una esfera con radio de 8 A alrededor del
atomo de Cg del residuo de interés. EI programa entonces remplaza cada residuo de la
interface individualmente con residuos de alanina, y realiza el computo del efecto de esta
mutacién sobre la energia libre de union del complejo [73].

El anélisis con el método CAS permite identificar residuos neutros y residuos hot spots.
Los cuales son definidos de acuerdo al cambio en la energia libre de union (44Gying), ya sea
menor o mayor a 1 kcal/mol respectivamente, cuando el residuo es remplazado por alanina
(para més detalles del método consultar referencia 72,73).
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En la Tabla F.1, presento resultados del analisis computacional con el método CAS. Las
estructuras analizadas fueron las citadas en Seccion 3.4.3.

Tabla F.1 Anélisis computacional alanine scanning' de complejos homélogos

cisteinproteasa—cistatina. (Parte correspondiente a cisteinproteasa, Enzima).

Quim-CEW  Pap-CEW 1STF 3K9M INB5 3KSE 3KFQ
Quimo. Papaina Papaina Cat.B Cat. H Cat. L Cat. vV

N* gor100® N goy10/™ D? oogse” N* gosr125” N o102
Q" 1an246” Q% 133171® Q¥ 1a5271” QP Leo1er™ Q% panss0® QF 1swaas? Q' 326248™

22 0 ~22 0 ~22 ©) ~26 0 ~22 ©) 21 @Q)* ~22
C™ oos1r’ CF ooage’ C™ ozare’ C7 oozs0s C™ o403 Q™ 096098 C™ 000484

25 0 (25 ) 26 1) 28 ©) (26 @) 22 ©) 26 )
C™ oooser’ C7 ooos20 0 W7 33578 ST ooo2r . C7 ooamsos C™ o292 7 W™ g3s570

©

2 A a2 @ 26 @

C™ o023 WP om0 W™ oseses
7 ©)

C™ 002490

61 ©) 6l 1) 6l N @) 66 1) 65 © 65 ©)
Y™ oson3r 0 Yo oesn02 . Y gaanas . N oszap7a Cloooass T CO gooagr CT ooasoo

Y 5522 C® 090 Y® 105007 Q% 703055 F? 134010
Y eanss™ Co1am15” L gasad® M 2571 05
E' 1 771005
RS 00s®
C™ po2309® E™* 001215”
F* 000315 F*' 006328 V™ 005 g™ F7™ 00ua3® V* 030n.65"
Q" 178126 Q™ 177112Y Q" 051121 VT pag20™ L 1oz L 1187008
R™ 80022" V™ 0131567 L™ 003nss® V0120387 M™®0031007 L' 009400

194 @) 165 1) 162 1) 163 o
E™ 1500487 N 0002477 D gay125 D7 035148

159 0) 159 1) 4159 0 196 1) 4166 1) 163 1) 4164 0
H™ 5100 H™ 043037 H® 1600882 | M™0u3118 H® 700101 H® 051406 [H® 470,602

180 ©) \nsA77 @A) \n/A77 @) 4199 @) /188 @) /189 @) \ns190 @
S™ 1ew20r ) W a0sim20 7 W zagaa HT 1111360 W osms33 W s34 W 300385

181 @) \ps181 @A) \as181 A) \ps221 @) 192 @A) \as193 ©) \as194 @
W™ 9012797 W os554a 7 W™ oss508° W™ 20038 W orosar’ W gaesrr T W osys41

185 @ 207 M) \ns225 @
W™ 0.5014.24 F™ 0241208 W™ 60565

Donde: ' Disponible en el sevidor robetta (http://robetta.bakerlab.org/alaninescan); Los
archivos PDB corresponden a las siguientes estructuras: Quim-CEW (quimopapaina—cistatina
de pollo), Pap-CEW (papaina—cistatina de pollo), 1STF (papaina—estefina B), 3K9OM
(catepsina B—estefina A), INB5 (catepsina H—estefina A), 3KSE (catepsina L—estefina A) y
3KFQ (catepsina V—estefina A); Cat, catepsina.
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Continuacion Tabla F.1. (Parte correspondiente a cistatina, Inhibidor).

Quim-CEW Pap-CEW 1STF 3K9M INB5 3KSE 3KFQ
CEW CEW EstefinaB  Estefina A  Estefina A  Estefina A  Estefina A
M 1agou®
M? 1osr010® 1P 11m018” PPoramoe® P orse00® 1P 125005
S" o244 L 01a246® L° ozsnee? L gsper® L° quspes”
S" o0 S" qapa®”
Y*® araer™”

45 )

T 073145
53 1) ~53 @) 46 1) 46 @) 46 @) 46 1) 26 @
Q™ 12770067 Q7 137m07a Q7 24ma31 QF s1g7aa Q7 e2u713 QO 27680 QT 280764

54 @ 54 @A) 47 @A) 47 @A) A7 @A) 47 1) |47 @
L™ 151035 L™ 2080587 V' 14048 V' 1so048 V' 149058 Vo 11370200 V' 118/038

48 @
V™ 001146

48 @ 48 (€] 48 @
V™ oranst V7 gewir2 V' 089144

55 @) /55 @) 51 (1) 51 (1) 51 (1) 51 (1) 51 @
V™ 100110 Vo aseoza’ T oo2n3s T T o223 T ooy T oosr122 T 049114

58 1 58 1) N52 Q) 52 Q) n52 1) 52 @) n52 @)
I 63160 17 oagrist’ N ssom27 N 351077 N 3140627 N 326190 N 2080201

59 1) 68 ) 53 @
K™ 166/148 ° R 306414 Y o7

54 @ 54 1)
Y™ o1oma” YT 270857

100 1 100 1 70 1 70 1 70 1 70 1 70 1
Y 1.20/2.38( ) Y 1.74/2.80( ) F 0.60/2.18( ) F 1.16/2.39( ) F 0.78/2.12( ) F 1.28/2.61( ) F 1.08/2.51( )

102 ©) 02 © |7 W B W | B W | B W B (1)
0.05/1.54 0.05/1.79 1.96/1.06 2.10/0.80 2.07/1.10 1.99/0.85 1.87/1.03
® ® Y

104 @A) 76 @A) ~76 @ 76 ©)
W3 8711.02 134042 Q7 3620052 Q° 150014 Q" 1ow013

0 83 0 83 1) 83 1
© T8 020124% T8 oo™ T ﬂ/l.zo()

104
W™ 3 8610.77

105
L™ 0121114

{=}

106 1 97 1 98 0)* =98 0)*
N 1.30/0.27( ) Y 1.94/1.95( ) F -0.01/-1.17( ) F M/-l.ZS( )

Donde: En letras con formatos negritas sefialo al residuo de aminoacido en codigo de una
letra, el superindice con el mismo formato indica la posicion en la secuencia de estructura primaria
de la proteina respectiva; El superindice entre paréntesis indica el nimero de residuo localizado en
la interfase, si un atomo del residuo se encontré a 4 A de cualquier atomo perteneciente a la cadena
opuesta se le asigna el valor de 1y si no tiene contacto pero es oculto bajo la union el valor es 0;
los dos numeros en subindice separados por una barra diagonal denotan: EI primer nimero muestra
el valor de la prediccion del cambio en la energia libre de union (44Gyine“*®) bajo la hipotética
mutacion de alanina, el segundo predice el cambio en la estabilidad de la proteina sola (AGyina"")
bajo la hipotética mutacion de alanina y los nimeros subrayados indican los cambio en energia
libre (tanto para (44Gyina™"° como AGpi™"° ) menores a 1 Kcal/mol, residuos no hot spots; Las

AS

celdas sombreadas indican un cambio mayor a 1 Kcal/mol en AA4Gy~"S, estos residuos son

nombrados residuos hot spots.
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Los aspectos de la interaccion la proteina—proteina que no se pueden predecir bien, debido
a la simplificacion de este modelo (citadas por los autores) [72,73], son las siguientes: (i) En
muchos casos, a pesar de que el residuo pueda ser identificado como hot spot, la magnitud del
efecto electrostatico no puede ser capturada; particularmente notorio en Asp y Glu, este caso
es mas claro en tratamientos mas precisos de la electrostatica en calculos en proteinas,
necesarios para inducir efectos de polarizacion y corrimientos de las constantes de ionizacion.
(if) No se puede predecir los efectos de la mutacion hipotética de residuos que forman enlaces
de hidrégeno con moléculas de aguas localizadas en la interfase; los enlaces especificos con
moléculas de agua no son considerados y los efectos de solvatacion solo son tratados de
manera implicita. (iii) Solo limitados cambios conformacionales en la cadena son tomados en
consideracion
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Abstract: Cysteine proteinases are involved in many aspects of physiological regulation. In humans, some ca-
thepsins have shown another function in addition to their role as lysosomal proteases in intracellular protein deg-
radation; they have been implicated in the pathogenesis of several heart and blood vessel diseases and in cancer
development. In this work, we present a fluorometric and computational study of the binding of one representa-
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tive plant cysteine proteinase, chymopapain, to one of the most studied inhibitors of these proteinases: chicken cystatin.
The binding equilibrium constant, K, was determined in the pH range between 3.5 and 10.0, revealing a maximum in the
affinity at pH 9.0. We constructed an atomic model for the chymopapain-cystatin dimer by docking the individual 3D
protein structures; subsequently, the model was refined using a 100 ns NPT molecular dynamics simulation in explicit wa-
ter. Upon scrutiny of this model, we identified 14 ionizing residues at the interface of the complex using a cutoff distance
of 5.0 A. Using the pK, values predicted with PROPKA and a modified proton-linkage model, we performed a regression
analysis on our data to obtain the composite pKvalues for three isoacidic residues. We also calculated the electrostatic
component of the binding energy (4G i) at different pH values using an implicit solvent model and APBS software. The
pH profile of this calculated energy compares well with the experimentally obtained binding energy, 4G,. We propose
that the residues that form an interchain ionic pair, Lys139A from chymopapain and GIlul9B from cystatin, as well as
Tyr61A and Tyr67A from chymopapain are the main residues responsible for the observed pH dependence in the chymo-

papain—cystatin affinity.

Keywords: Cysteine proteinase, enzyme—inhibitor interactions, fluorometric titration, molecular dynamics simulation, pH de-

pendence, pK, shift, protein—protein docking.

INTRODUCTION

The most well-characterized family of cysteine proteases
(CPs) is the papain family, which includes various human
cathepsins. In addition to their role as lysosomal proteases in
intracellular protein degradation, cystein cathepsins are also
present in the extracellular space and have been reported to
be involved in the pathogenesis of several heart and blood
vessel diseases [1]. These proteins are also implicated in
cancer development, and cathepsin inhibitors have been pro-
posed as anticancer agents [2]. A family of inhibitors known
as cystatins modulates the activity of CPs. Therefore, an im-
proved understanding of the mechanisms through which the-
se inhibitors interact with CPs could contribute to the devel-
opment of novel inhibitors to prevent inappropriate proteoly-
sis in cardiovascular diseases and cancer.

Cysteine proteinases from papaya latex exhibit molecular
weights in the range 23.5-24.9 kDa [3] and differ in their
isoelectric points (pl), which are all basic, in contrast to the
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pl values ranging from 4.1-7.1 for animal cathepsins. Chy-
mopapain, the most abundant cysteine proteinase in papaya
latex, is present as isoforms with isoelectric points in the pH
range 10.1-10.6 [4]. Comparing of the aligned amino acid
sequences indicates that chymopapain has 58.0 % identity
with papain and 39.9 % identity with human cathepsin L. In
addition, the polypeptide chains of these proteins share a
common folding pattern; when comparing the crystallo-
graphic structure of chymopapain (PDB code 1YAL) with
those of papain (PDB code 9PAP) and human cathepsin L
(PDB code 2Y2J) using the positional root mean square de-
viation (RMSD) of the backbones, we obtained values of 1.0
Aand 1.2 A, respectively.

One of the most studied protein inhibitors of CP has been
chicken cystatin. This inhibitor is a 12.5 kDa protein from
chicken egg white (CEW-cystatin) that forms equimolar and
reversible complexes with papain-like cystein proteinases
and can also bind to these proteins when the reactive cyste-
ine has been blocked [5]. The three-dimensional structure of
CEW-cystatin has been determined, and a docking model for
the interaction of the inhibitor and papain has been proposed
[6]. CEW-cystatin occurs in two forms that have isoelectric
points of 6.5 and 5.6, one of these forms is phosphorylated at
Ser80 [7]; both forms, phosphorylated and unphosphory-

© 2015 Bentham Science Publishers
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lated, exhibit very similar affinities for active papain [8] and
for the tight-binding inactivated forms of the enzyme [9].

Protein-protein affinities often exhibit a pH dependence.
A previous study demonstrated that the affinity between
CEW-cystatin and s-(carboxymethyl)-papain decreases with
pH in the 8.2-10.5 range [9]. This result prompted us to in-
vestigate the pH dependence of the interaction between
CEW-cystatin and s-(carboxymethyl)-chymopapain. In this
work, we determined the binding equilibrium constant, K,
for this reaction in the pH range between 3.5 and 10.0 and
observed a maximum in the affinity at pH 9.0. We also pre-
sent a modeled structure of the CEW-cystatin—chymopapain
dimer that was obtained by docking the individual atomic
structures and refining the docked structure using a molecu-
lar dynamics simulation in explicit water. This model al-
lowed us to identify the interfacial ionizing residues and to
evaluate their contribution to the binding electrostatic ener-
gy. Analyzing the experimental binding data using a modi-
fied proton-linkage model based on the modeled dimer and
electrostatic analyses allowed us to propose which residues
could be mainly responsible for the observed pH dependence
of the affinity.

MATERIALS AND METHODS
Proteins

Chicken cystatin was purified from chicken egg white
using a procedure modified from previous reports [5, 8, 10—
12]. CEW-cystatin was obtained from a homogenate of egg
white diluted with an equal volume of 0.1 M NaCl. The ho-
mogenate was brought to pH 3.0 using 3.0 M HCI and incu-
bated for 1 h at 4°C. The precipitated protein was removed
by centrifugation at 4000 g for 10 min; then, the supernatant
pH was adjusted to 6.0 using 3.0 M NaOH, and the superna-
tant was incubated for 1 h at room temperature. The solution
was heated at 80°C for 3 min and cooled in a water bath. The
precipitated ovomucin was removed by centrifugation at
4000 g for 20 min. The supernatant was subjected to affinity
chromatography by pouring the solution into a gel of s-
(carboxymethyl)-papain—-sepharose =~ 4B (SCM-papain-
sepharose) equilibrated with 50 mM phosphate buffer, pH
7.0. The proteins bound to SCM-papain—-sepharose were
desorbed using a solution of 50 mM phosphate buffer (pH
11.5), 50 mM NaCl and 0.1% glycerol. The obtained solu-
tion was adjusted to pH 7.0 using 3.0 M HCI and then con-
centrated. The sample was dialyzed against 30 mM phos-
phate buffer, pH 7.0, containing 50 mM NaCl and loaded
onto a Superdex 200 preparative grade column equilibrated
with the same buffer. The eluate was separated in two peaks
that corresponded to proteins of 13 kDa and 41 kDa molecu-
lar masses [11]. The 13 kDa fraction was concentrated and
dialyzed against 25 mM phosphate buffer (pH 7.0) contain-
ing 50 mM NacCl, applied to a Superdex 200 10/300 GL col-
umn equilibrated with the same buffer and concentrated by
ultra filtration. The resulting eluate was a mixture of the two
forms of chicken cystatin, one of which was phosphorylated
at Ser80, as mentioned above. The cystatin mixture was test-
ed for inhibitory activity using the BapNA (N-benzoyl-DL-
arginine-p-nitroanilide hydrochloride) assay [10]. The ho-
mogeneity of the samples was verified using SDS-PAGE
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(results not shown). All studies were performed with prepa-
rations containing both forms of cystatin.

In this work, we used partially purified chymopapain
from Sigma (St. Louis MO, USA) as a starting material for
the isolation of one form of chymopapain. The main form of
this protein was isolated by cation-exchange liquid chroma-
tography, as previously described [3]. Chymopapain is effec-
tive in the digestion of proteins in the pH range of 5 to 9
[13]; to avoid autolysis, partially purified chymopapain was
inactivated at 25°C using iodoacetic acid [5].

Spectroscopic Methods

The CEW-cystatin and chymopapain concentrations were
determined using the extinction coefficients %1200 = 8.7
and 18.3, respectively [5, 14].The ultraviolet absorption
spectra of the proteins were corrected for light scattering by
fitting a linear regression to a plot of log(absorbance) vs. log
(wavelength) from 320 to 350 nm [15].

CD spectra were obtained in a JASCO J-715 spectropo-
larimeter at 25 °Cin the following 50 mM buffers: formate
(pH 3.5), acetate (pH 4.5), MES (pH 5.5), phosphate (pH
6.5, 7.5), Tris (pH 8.0, 8.5), and glycine (pH 9.0, 9.5, 10.0).
The spectra were obtained from100ug ml™protein solutions
in a 0.1-cm cell. The far-UV spectra were recorded in the
190-250 nm range. The analyzed spectra were the average of
three scans and were corrected by subtracting the buffer sig-
nal.

The fluorescence measurements were performed at 25°C
using an ISS K2 spectrofluorometer (Urbana, USA)
equipped with a water-jacketed cell holder for temperature
control. Cells with 1.0-cm path lengths were used, and the
samples were maintained in constant magnetic stirring. The
emission spectra were recorded from 300 to 400 nm with an
emission bandwidth of 8 nm, using an excitation wavelength
of 280 nm and an excitation bandwidth of 16 nm. The con-
centrations of chymopapain and CEW-cystatin were 0.10
uM and 0.12 uM, respectively. Titrations of chymopapain
with cystatin were monitored using measurements at the
wavelength at which the maximal fluorescence change was
observed (338-346 nm, depending on pH; Table 1). Two
milliliters of a 0.10 uM chymopapain solution was titrated
with successive volumes (2.0-5.0 pL) of 9-11 uM cystatin.
Parallel titrations of 2.0 mL of buffer with the same succes-
sive volumes of cystatin were performed. Analyses were
performed using the following buffers at 50 mM, with 0.1 M
NaCl: MES (pH 6.0), PIPES (pH 6.5), phosphate (pH 7.0,
7.4), Tris (pH 7.2-8.8), borate (pH 9.0) and glycine (pH 9.0-
10.0). In addition, we performed titrations in the following
buffers, whose ionic strength was adjusted to 0.011 M using
NaCl: 26 mM formate (pH 3.5), 26 mM acetate (pH 4.5), 60
mM (MES pH 5.5), 26 mM MES (pH 6.0), and 16 mM MES
(pH 6.5).

Titration Data Analysis

The binding of CEW-cystatin to chymopapain was ana-
lyzed according to the two parameter binding equation [16,
17]:
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Where Fp is the fluorescence of free chymopapain (consider-
ing dilution effects); F¢ is the fluorescence of free chicken
cystatin (parallel titration);Fy is the fluorescence of chymo-
papain/CEW-cystatin mixtures; a is one of the fitting param-
eters (the asymptotic value to which Y approaches at high
values of the independent variable); the second fitting pa-
rameter is Ky, the dissociation equilibrium constant; P+, is
the total chymopapain concentration; C; is the total CEW-
cystatin concentration; and the independent variable is
(C+/P7). The software Origin Pro 7.0 (Origin Lab Corpora-
tion) was used to perform the curve fitting.

Modified Proton-Linkage Model

The proton-linkage model [18] can explain the change in
Ky with pH by relating the binding constant with the pK,
variations of all the affected ionizing residues and the con-
centration of H* ions. More recently, a modification to this
model has been proposed [19] that simplifies the analysis,
drastically reducing the number of parameters to be deter-
mined. This new proposal groups ionizing side chains that
change their protonation state in the same pH range, the so-
called isoacidic residues; thus, the fitted parameters are in-
terpreted as composite pK, constants assigned to the entire
groups and not to single ionizing groups. From the equations
of the method published elsewhere [19], the following equa-
tion can be obtained:

—d M c
M wPj _ a; = Yp_1 X, MEPK
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This equation relates the binding constant (Ky) at a cer-
tain pH to the binding constant of the fully protonated states
(Ko), the number of isoacidic groups (M) as indexed by Kk,
and the corresponding pK, in the separate proteins (pK;) and
in the complex (pK¢). The index i represents the number of
deprotonated isoacidic residues (i <M), j is a protonation

state index, a{ is the number of protons dissociated from the

protein, xi’k is either 0 or 1 depending on whether site i is

protonated or not, and m is the number of single residues that
constitute the composite isoacidic residue (for more details,
see Crnogorac et al., 2001 [19]).

Modeling of CEW-cystatin—-chymopapainDimerand Mo-
lecular DynamicsSimulations

The CEW-cystatin-chymopapain dimer was initially
modeled by docking the first chicken cystatin NMR structure
(PDB code 1A67) to the crystallographic structure of chy-
mopapain (PDB code 1YAL) using the pyDockWeb server
[20]; the thiomethyl moieties on Cys25 and Cys117 of chy-
mopapain were previously removed. We used the restricted
version of pyDock(RST), which imposes constraints on the
possible interface contacts. The atomic model of the homol-
ogous papain-stefinB complex (PDB code 1STF) [21] and

Protein & Peptide Letters, 2015, Vol. 22, No. 3 241

the amino acid sequence alignments between chymopapain
and papain, and cystatin and stefin indicated that the possible
interface residues would be Asnl8, GIn19, Gly20, Ala21,
Cys22, Gly23, Cys63, Lys64, Gly65, Gly66, Tyr67 and
GIn142 for chymopapain and Gly9, Alal0, Proll, GIn53,
Leu54, Val55, Ser56 and Gly57 for cystatin. The highest
scoring docked models were superimposed with the crystal-
lographic structure of the papain-stefin B complex, and their
positional root mean square deviations (RMSDs) were calcu-
lated. The model with the lowest RMSD was selected as the
starting structure for further refinement by molecular dynam-
ics simulations.

Molecular dynamics (MD) simulations were performed
using GROMACS 4.5.4 software [22] with the OPLS force
field [23]. The side-chain ionization states in the separate
proteins and in the complex at the various pH values were
established using the pK, values estimated using PROPKA
[24]. The CEW-cystatin-chymopapain model was placed in
the center of a periodic dodecahedral box, with 10 A be-
tween the complex and the edge of the box. A total of 24,899
TIP3P water molecules were needed to fill the box, and 12
chloride ions were needed to neutralize the net protein
charge. Prior to MD simulations, the system was relaxed by
energy minimization, followed by 100 ps of thermal equili-
bration under the position restraints of protein heavy atoms
through a harmonic force constant of 1000 kJ mol™ nm™.
MD simulation was performed using an NPT ensemble at
300 K and 1.0 bar for 100 ns. A LINCS algorithm was ap-
plied to constrain the length of all covalent bonds [25], and a
2 fs time step was used. A cutoff of 1.2 nm was applied for
short-range electrostatic and van der Waals interactions,
while the long-range electrostatic forces were treated using
the particle mesh Ewald method [26]. The program
NACCESS was used with a probe radius of 1.4 A to calcu-
late the percentage of solvent accessible surface for each
residue in the separate proteins (%SAS®) and in the complex
(%SAS®) [27].

Calculation of the Electrostatic Binding Energy

The electrostatic binding energy (4Gpelec) takes into ac-
count two components: the solvation energy (4Gsqy)and the
Coulombic energy (4Gcou) [24], as indicated in Eq. 3.

AGp etec= AGsont AGeoul Eq. 3

The solvation and Coulombic energies for the binding of
chymopapain to CEW-cystatin were determined using the
Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) program [28],
as described previously [29]. PROPKA [24] was used to
assign the protonation state of the ionizing residues. Dielec-
tric constants of 78.0 and 4.0 were used for water and pro-
tein, respectively. Protein parameters were obtained from the
PDB2PQR server [30]. The ionic radii and atomic charges
were assigned from the force field PARSE [31].

RESULTS

Changesin Fluorescence Accompanying Binding

The fluorescence emission spectra of CEW-cystatin,
chymopapain, and a mixture of cystatin and chymopapain in
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a molar ratio of 1.2 (inhibitor/protease) at pH 7.4 are shown
in Figure 1. A comparison of the spectrum of the mixture
with the sum of the individual spectra of the inhibitor and the
protease (that would correspond to a non-interacting system)
revealed that the complexation reaction was accompanied by
fluorescence quenching (see Fig. 1). This result implies that
the chymopapain-cystatin interaction modifies the environ-
ment of some tryptophans and produces a decrease in their
quantum yield. As shown in Figure 1, the fluorescence
quenching at pH 7.4, which was calculated as Fp + F¢c — Fy,
exhibited a maximum at 342 nm. As demonstrated previous-
ly [32], this change in fluorescence between the free and
associated species allowed us to determine the binding con-
stant (K,) at different pH values.
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Figure 2. Fluorimetric titration of chymopapain (0.10 pM) with
CEW-cystatin (10.7 pM) in 50 mM Tris (pH 7.4) and 0.1 M NaCl
at 25°C. The circles represent the emission measurements at 342
nm, and the line indicates the curve fit to Eq. 1.
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Figure 1. Fluorescence emission spectra of chymopapain (Fp),
CEW-cystatin (F¢), and the chymopapain~-CEW-cystatin mixture
(Fw), along with the sum of the chymopapain and CEW-cystatin
spectrum (Fp + F¢) and the difference between the free proteins and
mixture spectrum (Fp + Fc - Fy). The spectra were recorded at
25°C and at pH 7.4.

Fluorimetric Measurements of K, as a Function of pH

The binding constant between CEW-cystatin and chymo-
papain, K, was determined using fluorimetric titrations of
the protease with the inhibitor at 25°C and different pH val-
ues. A representative binding isotherm at pH 7.4 is shown in
Figure 2. The line in the figure represents the fitting of Eq. 1
to the data, and one of the parameters obtained using this
analysis is the dissociation constant, Kyq. We then calculated
Kp from K, = 1/K4.The results obtained at the various as-
sayed pH values are summarized in Table 1.

The variation in the affinity of the chymopapain-cystatin
dimer with pH is shown in Figure 3. This profile exhibits a
maximum at pH 9.0 and three inflection points: one in the
acid region that can be observed only at low ionic strength
(inset in Figure 3), a second inflection point that is located in
a moderately basic region before the maximum, and a third
one that is apparent in the more basic region after the maxi-
mum. Using the modified proton-linkage model [19] with
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Figure 3. Effect of pH on the binding equilibrium constant (K,) of
chicken cystatin with chymopapain. The bars for the data points
represent the standard error of the mean (SEM) of the experimental
measurements. The continuous line represents the best fit to the
modified proton-linkage model (Eq. 2).The inset shows the varia-
tion of K, for the system at acidic pH values but in the absence of

the 0.10 M NacCl that is present in the solutions of the main figure.

three isoacidic groups (corresponding to the number of ob-
served inflection points), we could obtain a profile that was
consistent with the experimental data, as shown in Figure 3
(continuous line). To obtain this curve, we first screened all
possible combinations of the three isoacidic groups from
Table 2, excluding group B because the pK, values of this
group did not change significantly upon binding. The only
combination that yielded a profile resembling the experi-
mental one was the profile with the isoacidic groups A, C
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Table 1.  Equilibrium constants for the binding (K;) of chicken cystatin to chymopapain at 25 °C.

pH replicas Ky x10® (M) r Ammax Buffer
35 2 1.56+0.03 0.991 338 Formate”
45 3 9.26+0.29 0.996 338 Acetate”
5.5 2 17.36+1.36 0.995 340 MES"
6.0 3 45.97+4.69 0.994 340 MES"
6.5 5 45.08+2.62 0.960 342 MES”
6.0 3 4.54+0.17 0.995 340 MES™
6.5 2 4.87+0.15 0.992 342 PIPES™
7.0 2 4.13+0.25 0.992 344 Phosphate™
7.2 2 4.73+0.25 0.996 340 Tris™
7.4 2 5.98+0.49 0.996 342 Phosphate™
7.4 2 5.44%0.23 0.993 342 Tris™
7.6 2 5.06+0.31 0.996 332 Tris™
7.8 4 4.92+0.23 0.976 342 Tris™
8.0 2 4.20+0.18 0.994 342 Tris™
8.5 3 4,07+0.07 0.996 344 Tris™
8.8 2 5.70+0.16 0.991 342 Tris™
9.0 2 10.24+0.09 0.995 346 Glycine™
9.0 2 9.87+0.53 0.990 342 Borate™
9.2 2 6.85+0.34 0.987 340 Glycine™
9.5 2 5.92+0.26 0.989 342 Glycine™
10 2 6.14+0.73 0.990 346 Glycine™

The dissociation constant (Kq=K},™) and the coefficient of determination (r?) were obtained using non-linear regressions analysis of the titration curves, as described in Methods.
The uncertainties represent the standard error of the mean (SEM) of the experimental measurements. Anax represents the wavelength of maximum emission in the calculated difference
spectrum between the free and associated species. “Buffers at 0.01M ionic strength. ““Buffers at 50 mM concentration with 0.10 M NaCl.

Table 2. Interfacial ionizing residues in the CEW-cystatin—chymopapain dimer.

Isoacidic residue Residue PKS/pK§ %SASY%SAS® AGp epec(kI/mol) R

A TYR61A 11.62/9.58 49.0/40.5 -255.0 0.55
LYS64A 10.41/10.33 86.5/61.1 -429.5 0.92

® LYS145A 10.41/10.23 69.9/51.3 -398.9 0.86
TYR67A 9.48/11.61 48.1/39.8 -255.0 0.55

¢ LYS139A 10.46/11.52 76.4/59.1 -339.3 0.73
GLU135A 3.58/4.3 6.3/6.3 -46.1 0.10

P ASP158A 3.04/3.5 60.7/39.6 -46.2 0.10
E LYS156A 11.61/11.28 65.9/59.3 -396.6 0.85
F HIS159A 6.5/4.2 9.7/2.4 51.8 -0.11
G GLY9B 7.92/6.75 94.6/37.2 -238.4 0.51
H GLU19B 4.6/3.42 73.3/54.5 -104.5 0.22
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Isoacidic residue Residue PK:/pKS %SAS*/%SAS® AGp erec(kd/mol) R'
| ARG52B 13.1/12.93 29.8/22.9 -364.3 0.78
J LYS59B 10.8/8.8 23.6/12.7 -445.5 0.96
K TYR100B 9.84/11.55 20.1/10.8 -276.4 0.59

Chains A and B are chymopapain and CEW-cystatin, respectively. The superscripts refer to the separate proteins (s) and the complex (c). pK, values were predicted using PROPKA
[24]. The percentages of solvent accessible surface (%SAS) are also shown for both states and were obtained using NACCESS [27]. Binding electrostatic energies (4Gy, elec) for vari-
ants with each residue in the alternative protonated state. Calculations were performed for an implicit solvent model at pH 7.4 and 298 K using APBS [28].

'Ratio of AGy, elec to the reference value obtained for the native dimer at pH 7.4 (-466.0 kJ/mol).

and H, which possess 1, 2 and 1 individual residues, respec-
tively. The curve shown in Figure 3 represents the best-fitted
curve obtained from a non-linear regression analysis of the
experimental data using Eq. 2. The maximum was not very
well reproduced but reached 83% of the mean measured val-
ue and was shifted by 0.46 pH units to the basic side. The
parameters achieved with this fit, i.e., the pK, of these iso-
acidic residues in the separate proteins and in the complex,
are shown in Table 3. For the first isoacidic group (my),
pK:=11.9 and pK¢ = 9.30, which are very similar to the
values associated with Tyr61A of 11.62 and 9.58, respective-
ly. For the second isoacidic group (m,=2), the composite pK,
value increased from the value of the separate proteins to
that of the complex (pK;/pKS = 9.65/11.9); these values
are close to those for residue C formed by Tyr67A
(9.48/11.61) and Lys139A (10.46/11.52). Finally, the last
isoacidic group (ms) has values (pK;/pK{ = 4.61/3.39)
that agree very well with those for Glu19B (4.6/3.42).

Table3.  Parameters from the fitting of the modified proton-
linkage model® to the experimental K, data for 0.10
M NaCl from Table 1. The m; values remained con-

stant during the analysis.

Parameter
Kinx10® (M) 0.2923
m; 1
m; 2
m; 1
PR, 11.90
K, 9.30
pK.2 9.65
PR 11.90
pK> 461
pK® 3.39

aRef. [19]

Circular Dichroism Spectra

The far-UVCD spectra for both proteins, chymopapain
and chicken cystatin, did not show significant changes at the
various pH values that were assayed for binding (results not

shown). Thus, we ruled out the existence of substantial con-
formational changes for both proteins in the pH range be-
tween 4.0 and 10.0.

Modeled CEW-cystatin—-chymopapain Dimer

MD simulation in explicit water has been proven to be a
successful strategy to improve the quality of protein molecu-
lar modeling [33]. The simulation was initiated with the en-
zyme-inhibitor dimer modeled by docking, and this structure
was used as a reference; the resulting RMSD only reached a
plateau after 52 ns (Fig. 4). The final structure of the en-
zyme-inhibitor complex after 100 ns of MD simulation is
shown in Figure 5. We identified all the ionizing residues
that were located within 5.0 A from any atom of the neigh-
boring chain. Table 2 presents the pK, for all 14 of these
interfacial residues in the separate proteins (pK3) and in the
complex (pK¢E), as predicted by PROPKA [24]; the residues
are grouped according to similarity in pK, values and how
this parameter changes (ascending or descending) when the
proteins bind each other. The percentage of solvent accessi-
ble surface for each residue in the separated proteins
(%SAS®) and in the complex (%SAS®) is also shown. A strik-
ing feature of this complex is the interchain ionic pair
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Figure 4. Positional root mean square deviations (RMSDs) of the
backbone for the CEW-cystatin—chymopapain dimer during a MD
simulation in explicit solvent in an NPT ensemble at 300 K and 1
bar. The reference structure for the calculation was the initial struc-
ture.
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formed between Lys139 of chymopapain and Glul9 of
CEW-cystatin; the distance between the NZ atoms of
Lys139A and OE2 of GIul9B is 2.83 A in the model. It
should be noted also that Ser80 from cystatin, which is
phosphorylated in some inhibitor molecules, is located far
from the binding site of the protease on the opposite side of
the molecule (Fig. 5).

Figure 5. Structural model of the CEW-cystatin—~chymopapain
dimer. This structure was obtained after a 100 ns MD simulation of
the initially docked complex in explicit solvent at 300 K and 1 bar.
The interfacial ionizing residues as well as the phosphorylation site
of cystatin (Ser80) are highlighted with van der Waals representa-
tions. The CEW-cystatin chain and the labels of its residues are in
white, while chymopapain is in orange with its residue labels in
yellow.

Electrostatic Calculations

The electrostatic binding energy (4Gpeiec) Of the CEW-
cystatin—chymopapain dimer was calculated at the different
pH values at which we fluorimetrically determined the bind-
ing constant, Ky, and then the binding free energy 4Gy (cal-
culated through 4G, = -RT In Ky). Both profiles, 4G, and
AGy erec Versus pH, present some similarity (Fig. 6), suggest-
ing the predominance of the contribution of the electrostatic
interactions to the binding process. The electrostatic binding
energy calculated at pH 7.4 and 298.15 K was AGygjec= -
466.0 kJ/mol. With this value as a reference, the significance
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Figure 6. Comparison of the experimental binding energies ob-
tained from the K; values in Table 1 (4G, filled circles) with the
calculated electrostatic component (4Gpeec, VOId circles) at the
various analyzed pH values. Implicit solvent calculations were per-
formed using the APBS program [28] at 298.15 K, 0.1 M ionic
strength, and dielectric constants of 78 and 4 for the solvent and the

protein, respectively.

of the charged state for each ionizing interfacial residue in
affecting binding was evaluated by changing the protonation
state of each residue individually and recalculating the elec-
trostatic binding energy. The results are presented in the last
two columns of Table 2; the last column corresponds to the
ratio (R) of the recalculated 4Gy ¢ to the reference value.

DISCUSSION

Variations in the binding constant (K,) with pH for a pro-
tein dimer may be caused by the following: i) conformational
changes in one or both proteins and ii) ionizing groups in the
protein(s) that uptake or release H* ions upon protein associ-
ation. The circular dichroism results allow us to rule out pH-
induced conformational changes in chymopapain and cysta-
tin. Thus, we focused on the ionizing residues whose envi-
ronment could change upon binding, affecting the relative
stability of the protonated/unprotonated species, i.e., its pKa,.
The establishment of new short charge-charge interactions,
either attractive or repulsive, upon protein-protein associa-
tion modifies the pK, of the involved groups [34]. Even
when an interfacial charged residue does not closely ap-
proach other charges on the partner molecule, the mere
change in the microenvironmental polarity does alter its sta-
bility in respect to that of the non-charged form and then
induces a change in the involved pKa,.

Using a modified proton-linkage model [19], we found
that the contribution of three isoacidic residues can almost
completely describe the pH dependence of K, for the CEW-
cystatin—-chymopapain dimer (Figure 3 and Table 3). One
residue is responsible for the increase in affinity with in-
creased pH in the acid region (insert in Figure 3), which cor-
responds to the ms residue that we identified as Glu19B. This
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Table 4. lonizing residues and structural properties of heterodimer interfaces from cysteine proteases—cystatins complexes.
Dimer Cystein-protease Cystatin Nus Nip Interfacial area (A%
Chym(g’;;zit?;CEW' YL YO K84 13 K19 145 (156 158|150 G° EY, R%, K, Y10 6 1 1589 3
Papain-
cEwac ) Yﬁlv Y67Y K139Y me RIAS‘ K156‘ DISB‘ H159 G9' Elg, Rsz‘ ng, 100 10 1 1559.9
-Cystatin
9y Pap:in; . Yﬁly Y67’ K139, RMS, KlSG’ D158’ H159 E15’ RGS, H75, E7G, Y97 8 1 1965.1
uman Stetin
. . DZZ, DBQY Y75, ElOBY Hlll, Rlle D124Y E194’ H199’
Cathepsin B- Stefin A” D2 g2 E® K™, Y* Y% v* K% D | 13 2 2639.7
Cathepsin H- Stefin A° HE, K7 RM8 D62 K162 16 K, E™, Y%, Y* K% K7 9 0 1878.3
Cathepsin L- Stefin A? E™, D', D2 H%3 g% Y5, K, K™ E™® 5 1 1864.4
Cathepsin V- Stefin A® K?® R KM8 K0 Dle3 {64 E198 E®, Y* K% K™ 7 0 1828.1

The structure of the Chymopapain—-CEW-Cystatin dimer was modeled as describe in Materials and Methods. The structure of the Papain~-CEW-Cystatin complex was obtained by
homology modeling using the program MOE and our Chymopapain-CEW-Cystatin model as a template. For all other complexes we used the crystallographic structures obtained

from the Protein Data Bank with 1D codes:* 1STF, ®3K9M, “INB5, “3KSE, 3KFQ.
Npg indicates the number of hydrogen bonds across the interface.
N,p indicates the number of ionic pairs across the interface.

Interfacial area calculated as the change in the solvent-accessible surface area between the heterodimer and the sum of the free proteins using the NACCESS program [27].

higher affinity can be explained by the participation of this
residue in a salt bridge with Lys139A (Fig. 5): the higher the
pH, the greater the proportion of the carboxylate anion (-
COO) and the stronger the interaction. If this residue is pro-
tonated, the electrostatic component of the binding energy
(4Gpelec) becomes less favorable, decreasing to 22% of the
energy for the unprotonated form (Table 2). The second in-
flection point is due to the isoacidic residue m,; the compo-
site pK, of this residue increases upon binding, and the com-
posite contains Tyr67A and Lys139A.The participation of
Lys139A in the previously mentioned salt bridge is con-
sistent with an increase in its pK,, stabilizing the protonated
form. It is worth mentioning that the positive charge of this
lysine was the one that most affected AGy, e, i.€., Of the five
dimeric variants with one interfacial lysine in the unproto-
nated state, the calculated energy for Lys139A was the least
negative of all of them, decreasing by 27% from the energy
of the protonated state (Table 2). However, Tyr67A became
more hidden from the solvent in the complex (Table 2), and
this more hydrophobic microenvironment destabilizes the
phenolate ion, favoring the protonated state with a concomi-
tant increase in the corresponding pK,. The remaining iso-
acidic group, my, corresponds to Tyr61A, whose pK, de-
creased upon binding; this increased stability of the anionic
form of Tyr can be explained by the anionic O™ being a better
acceptor of the hydrogen bond with the neighboring —OH of
Tyr67A.

The electrostatic binding energy (4Gpglec) iS just one of
the contributors to the total binding energy (4Gy); additional
factors include the non-polar solvation energy, the loss of
translational-rotational entropy and other entropic terms that
are not considered in this single-conformation approximation
[35]. However, the electrostatic term is important in this
binding reaction, as shown by the symptomatic tenfold de-
crease in K, upon increase in the environmental ionic
strength from 0.011 M to 0.12 M at pH 6.0 (Table 1). The

similarity in the profiles of the pH dependence for 4G, and
AGy e (Fig. 6) suggest that the binding electrostatics deter-
mined using this methodology, which is based on structural
information, provide the approximate relative behavior of
AGy, as a function of pH.

The pH dependence of the affinity between CEW-
cystatin and s-(carboxymethyl)-chymopapain here presented
is very different to that observed for CEW-cystatin binding
s-(carboxymethyl)-papain, where the affinity decreases with
pH in the 8.2-10.5 range [9]. On the other hand, quail cysta-
tin is a much stronger human cathepsin B inhibitor (K; = 47
pM) than CEW-cystatin (K; = 828 pM) [36]; this stronger
interaction was explained as due to the presence of two new
possible interchain ionic pairs in the quail cystatin complex
as compared with the CEW-cystatin one [36]. Certainly, the
number, identity and distribution of ionizing residues at the
particular proteinase—inhibitor interface will determine the
electrostatic contribution to the binding energy as well as the
pH dependence of its affinity. Table 4 shows how varied can
be the interfaces of cysteine proteinase—inhibitor complexes,
with different numbers of charged residues, hydrogen bonds,
ionic pairs and interfacial area.

CONCLUSIONS

During the association of chymopapain with chicken cys-
tatin, electrostatic interactions play an important role. These
interactions are modulated by the environmental pH, which
dictates their protonation state according to the pK, of the
interfacial ionizing residues in the separate proteins and the
heterodimer and thus also dictates the electrostatic binding
energy. We propose that the residues involved in the inter-
chain ionic pair (Lys139A and Glul9B from chymopapain
and CEW-cystatin, respectively), as well as Tyr61A and
Tyr67A from chymopapain, are the main residues responsi-
ble for the experimentally observed pH dependence of the
CEW-cystatin—chymopapain dimer affinity.
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