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La instalacion exitosa en el duodeno del perro es crucial en el ciclo vital de
Echinococcus granulosus. La presencia de enzimas digestivas genera un ambiente
exigente para este proceso, por lo que E. granulosus debe desplegar estrategias
para poder sobrevivir; sin embargo, la base molecular de estas estrategias no ha
sido dilucidada. A partir de un relevamiento del transcriptoma de la forma infectante
para el perro nuestro grupo identific6 un grupo de proteinas presuntamente
secretadas, cuyas secuencias poseen similitud con inhibidores de proteasas de
serina de tipo Kunitz: EgKu-1 a EgKu-8. Nuestra hipétesis es que estas moléculas

podrian favorecer la instalacién del parasito en el duodeno del perro.

En este trabajo se logré clonar, producir y purificar la proteina recombinante
correspondiente a uno de los integrantes de esa familia: EgKu-5. Sin embargo, la
recombinante se recuperdé en cuerpos de inclusibn y se obtuvieron bajos
rendimientos de proteina activa luego de las etapas de purificacion vy
renaturalizacion. Una vez purificada, se verificO que esta proteina es un inhibidor
de alta afinidad de tripsina, por lo que su funcidn fisiol6gica podria ser la inhibicion
de enzimas tipo tripsina presentes en el duodeno del perro. Asimismo, el
comportamiento de EgKu-5 como un inhibidor de alta afinidad permitio titular la
concentracion de recombinante activa en la fraccion purificada y determinar su

constante global para la inhibicién de tripsina.

Los hechos documentados y analizados en este trabajo podrian constituir un
avance en nuestra comprension de las relaciones entre el parasito y su hospedero

definitivo.
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Introduccion

1. Introduccidn

1.1 Echinococcus granulosus, un parasito cestodo

1.1.1 Anatomiay ciclo vital

El género Echinococcus, perteneciente a la familia Taeniidae, sub-familia
Eucestoda, incluye varias especies, entre ellas Echinococcus granulosus. El
ciclo de vida de estos parasitos requiere dos hospederos mamiferos para
completarse (Figura 1), uno definitivo, en el cual reside el estadio adulto en el
intestino delgado, y uno intermediario en el cual la larva (quiste hidatico) se
instala generalmente en las visceras. El hospedero definitivo habitual de
Echinococcus granulosus es el perro, mientras que son capaces de actuar
como hospederos intermediarios numerosas especies tanto herbivoras como
omnivoras (en particular, la oveja y el hombre). Las infecciones generadas por
el parasito - echinococcosis en el hospedero definitivo y equinococosis quistica
en el hospedero intermediario (llamada también hidatidosis en el hombre) -
coexisten necesariamente y se encuentran ampliamente distribuidas alrededor

del globo, teniendo una gran importancia tanto clinica como econémica.

A diferencia de otras especies pertenecientes a la familia Taeniidae, los adultos
de Echinococcus poseen un cuerpo pequefio, de 2 a 7 mm., en el cual se
destacan dos regiones anatémicas: la estrébila y el escolex (Figura 2). Carecen
de sistema digestivo por lo que se nutren por difusion a través de su superficie
corporal especializada, el tegumento. El escélex es un érgano de fijacion
altamente especializado ubicado en la parte anterior del individuo. Posee
cuatro ventosas que le permiten fijarse en las microvellosidades del duodeno
del hospedero definitivo (Figuras 3 y 4). El escdlex también tiene dos rondas de
ganchos, unos mas largos y otros mas curvos, formando el llamado rostelo;
también intervienen en la fijacion pero sélo penetran superficialmente el epitelio
mucoso. Cercano al rostelo se encuentra la llamada glandula rostelar cuya
secrecion se cree importante en la interaccion con el hospedero; no ha sido

caracterizada (aunque se sabe que es rica en cistina) [1].



Introduccion

Ciclo de vida de Echinococcus granulosus
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Figura 1. Imagen modificada de [2].

Figura 2. Microscopia Optica de un E. granulosus adulto. Se aprecia claramente la
diferenciacion del escolex y la estrobila (compuesta por tres proglétides). El proglétide gravido

corresponde a casi la mitad del tamafio del individuo. Imagen tomada de [3].
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Figura 3. Microscopia Optica del escélex de un adulto maduro. Se aprecian tres de las cuatro
ventosas. Imagen tomada de [2].

Figura 4. Microscopia Optica del escélex de un adulto maduro. Se observa claramente el
rostelo. Imagen tomada de [2].

La estrébila consiste en un niamero de unidades reproductoras, los proglotides,
cada uno de los cuales posee 6rganos reproductores independientes. En los
individuos maduros, el dltimo de los proglétides, denominado proglotide
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gravido, ocupa casi la mitad de la longitud total del cuerpo (Figura 2) y es la
Gnica unidad reproductora madura. Se encuentra cargado de huevos siendo,
estrictamente, un saco ovifero. El proglétide gravido se desprende del cuerpo y
los huevos son expulsados del hospedero definitivo por via anal con las heces.
Estos huevos son capaces de sobrevivir en el ambiente durante largos
periodos de tiempo y de infectar a los hospederos intermediarios cuando son
ingeridos por ellos. Varios factores del sistema digestivo del hospedero hacen
que el huevo eclosione liberando al embridon (oncésfera). Este atraviesa la
mucosa Y viaja por el sistema sanguineo siendo retenido generalmente en la
primera red capilar, el higado. Si no es detenido en el higado continla hasta el
pulmén [1] o hasta encontrar un obstaculo en cualquier parte del organismo
(cerebro, rifiones, bazo, corazén, musculos, hueso, etc). Una vez detenida, la
oncosfera comienza a proliferar pasando a estado de larva, el quiste hidatico,

que puede alcanzar entre 10 y 20 centimetros de diametro (Figura 5).

Dentro del quiste hidatico se producen, mediante reproduccion asexuada de la
capa interna también llamada capa germinativa, miles de gusanos larvarios,
protoscolex, cada uno capaz de convertirse en un individuo adulto. El ciclo se
cierra cuando el hospedero definitivo ingiere gusanos larvarios al alimentarse

de visceras infectadas.

VESTCULAS PROLT-
GERAS JOVENES

VESICULAS l,l
PROLIGERAS "M/{ i

CON ESCOLICES

PROTOESCOLEX LIEBRE

PROTOESCOLICES

Figura 5. Representacién esquematica de la estructura de un quiste hidatico. Imagen tomada
de [2].
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1.1.2 Instalacion de E. granulosus en el hospedero definitivo

Previo a ser ingeridos por el hospedero definitivo, la porcién apical de los
protoscoélex se encuentra invaginada dentro de una capa de mucopolisacaridos
de la region basal del tegumento que los protege del medio acido del estomago
hasta que son estimulados a evaginarse en el intestino delgado. El estimulo
que causa la evaginacién es desconocido hasta el momento, aunque es sabido
que los protoscolex son sensibles a cambios en el ambiente, como la
temperatura, la presiéon osmética y el pH. Las enzimas digestivas y la bilis no
sSONn necesarias pero su presencia aumenta la tasa de evaginacion (Ver seccion
1.1.3) [1].

Luego de la evaginacion el metabolismo de los protoscélex aumenta,
comenzando la sintesis de proteinas no estructurales, algunas de las cuales
favorecen su establecimiento en el hospedero, y estructurales necesarias para
su desarrollo a adultos. Para esto, los protescllex poseen una rica reserva
energética en forma de glicogeno la cual consumen rapidamente antes del
establecimiento entre las microvellosidades del intestino delgado. Una vez
establecidos (Figura 6), los protoscélex comienzan a nutrirse por difusion
mediante el tegumento, cuyas células poseen extensiones citoplasmaticas en
la region apical similares a microvellosidades llamadas microtricas. Estas
modificaciones del tegumento aumentan la superficie de intercambio

favoreciendo la absorcién de nutrientes [1].
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Figura 6. Microscopia Optica de E. granulosus adulto instalado entre las microvellosidades del

intestino delgado. Imagen tomada de [2].

1.1.3 Entorno fisicoquimico de la infeccion en el hospedero definitivo

El ambiente fisicoquimico del duodeno se diferencia del resto del sistema
digestivo debido a las secreciones tanto del epitelio intestinal, como del
pancreas y del sistema biliar, que favorecen la digestiébn y absorcion de
alimentos. Las sales biliares reducen la tension superficial permitiendo la
emulsion de las grasas y vitaminas liposolubles, por otro lado, la secrecion
pancreatica es un fluido acuoso alcalino (pH superior a 7.5) que contiene
enzimas importantes para la digestion tanto de carbohidratos como de
proteinas, lipidos y &acidos nucleicos. Algunas de estas enzimas son
sintetizadas en su forma activa, como la o-amilasa, ribonucleasa,
desoxiribonucleasa, colagenasa y leucina aminopeptidasa. Otras son
sintetizadas como zimdgenos; es el caso de la carboxipeptidasa, elastasa,
lipasa, fosfolipasa, quimotripsina, y tripsina [4]. Esta Ultima es de principal
interés para este trabajo por lo que sera tratada con mas detalle en la siguiente

seccion.
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1.2 Latripsina, una proteasa de serina

1.2.1 Caracteristicas generales

La tripsina (E.C.3.4.21) pertenece a la familia S1 de proteasas de serina,
subfamilia S1A, cuyo prototipo es la quimotripsina [5]. Se caracteriza por clivar
enlaces peptidicos cuyo extremo C-terminal estd constituido por residuos
aminoacidicos de arginina o lisina, con una preferencia de dos a diez veces
superior por arginina. Es generada a partir del clivaje de un precursor inactivo,
el tripsindgeno, el cual es sintetizado en la porcion exdcrina del pancreas, por
parte de la enteroquinasa en la luz del duodeno. El tripsin6geno esta formado
por una unica cadena polipeptidica de 245 aminoacidos. Durante su activacion,
la enteroquinasa escinde los enlaces peptidicos entre los residuos 14-15y 147-
148. Las tres cadenas peptidicas resultantes permanecen unidas por enlaces
disulfuro, formando dos dominios del tipo barril-B antiparalelo. Es entre estos
dos dominios topoldgicos que se encuentra el sitio activo de la tripsina [6]
(Figura 7).

Este sitio activo esta constituido por un bolsillo hidrofobico donde la enzima
interacciona con el sustrato y por una triada catalitica formada por los
aminoécidos Histidina, Serina y Acido aspatrtico, los cuales son los encargados
de la catalisis. Estos residuos se encuentran bastante alejados en la secuencia
primaria, en las posiciones 57, 195 y 102 respectivamente, aunque muy
cercanos en la estructura tridimensional: los residuos histidina y acido aspartico
pertenecen al dominio | (superior en la Figura 7) mientras que la serina se

encuentra en el dominio Il (inferior en la Figura 7).
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Ser 195

Figura 7. Representacion estructural esquematica de tripsina. En negro: aminoacidos de la
triada catalitica, Serina 195, Histidina 57 y Acido aspartico 102. En violeta y rojo claro: péptido
a ser clivado; en amarillo y rojo oscuro: elementos de estructura secundaria: hebras beta y alfa
hélices, respectivamente. Se distinguen el dominio | (parte superior) y el Il (parte inferior).

Imagen tomada de [7].

1.2.2 Unidén de la tripsina a sus sustratos

La nomenclatura mas aceptada en relacion con las interacciones enzima-

sustrato para las proteasas de serina hace referencia a Sy como el sitio de la

enzima, formado por uno o mas residuos, que interactia con el aminoacido Pp

del sustrato [8]. Se denomina residuo P; al que se encuentra hacia el extremo
amino terminal del enlace peptidico que es hidrolizado. En el caso de un

sustrato de tripsina, se trata de una arginina o una lisina. Los aminoacidos P2 a
Pn son aquellos que se encuentran hacia el extremo N-terminal de P1, mientras

gue los aminoacidos P71 a P’y son aquellos que se encuentran hacia el

extremo carboxilo terminal.
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El sitio S; es un bolsillo adyacente a la Ser'®®, formado por los residuos 189 al

192, 214 al 216 y 224 al 228 [9]. Tiene la forma de un cilindro profundo con el

9

residuo Asp'®® en su base. Sus paredes estan constituidas por tres hebras

B conectadas por dos lazos superficiales y un puente disulfuro entre las Cys®*
y Cys?®. La conformacién resultante permite que el sitio Si Gnicamente
acomode, mediante interacciones de baja energia, residuos aminoacidicos con

una cadena lateral larga y basica, como los de la arginina y la lisina (Figura 8).

NH

o i
p : Pl1-A
{Itjlzl 6 Ser214 A s

7 i} NH
53 52 H @R

O 2,0

51 é/.&splﬂﬂ

Figura 8. Esquema de algunas de las interacciones entre los sitios S;, S,y S; de la enzima con

los sitios P4, P, y P3 de un sustrato que posee un residuo de arginina en la posicion P;. Tomado
de [9].

193 216

Los residuos Gly son claves para la especificidad de la tripsina ya

y Gly
qgue permiten el acceso de las cadenas de arginina y lisina al fondo del bolsillo.
Sustituciones en estos aminoacidos generan grandes cambios en la
especificidad y eficiencia catalitica de la tripsina. El residuo Asp*® en la base

del sitio S; es el principal determinante de la especificidad por arginina y lisina.
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1.2.3 Mecanismo catalitico de la tripsina

La hidrolisis de los enlaces peptidicos es energéticamente favorable; sin
embargo, su cinética es relativamente lenta debido a que: i) los enlaces amida
son muy estables por efectos de resonancia electronica, ii) el agua no presenta
un buen caréacter nucléofilo y iii) las aminas actian mal como grupo saliente
[10]. Todas las enzimas proteoliticas resuelven estos tres obstaculos mediante

diferentes mecanismos cataliticos.

La tripsina posee el mecanismo catalitico tipico de las proteasas de serina.
Este se puede dividir en dos etapas: la primera es la formacion de un complejo
acilenzima con la liberacion del polipéptido ubicado hacia el extremo carboxilo
terminal del sitio de clivaje y la segunda, la separacién del complejo acilenzima

con la consiguiente liberacién del resto del polipéptido clivado (Figura 9).

Intermediario tetragdrico Complejo acilenzima  Intermediario tetragdrico
Se1ss  Gi19g
e "
N K
. o
n"' R'NH; ’ J
& -
R’ C-NHR' C
Y= = o
195 | o / o 1 N o-H
D | o
-—3% =
ol L B
: u
102 é‘j -ﬁ
(v} o

Figura 9. Mecanismo catalitico aceptado para proteasas de serina [10]. Se muestra el hueco

del oxianién de la enzima y su interaccién con un sustrato genérico.

La primera etapa de la catélisis comienza con la activacién del grupo carbonilo
del enlace peptidico que sera clivado por medio de la formacion de puentes de

hidrégeno en los que intervienen los grupos amidicos de los residuos Gly**®y

10
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Ser'®. Estos residuos forman el llamado hueco del oxianién el cual, ademés de
realizar la funcion mencionada, estabiliza al primer intermediario tetraédrico

(ver a continuacion).

Una vez activado el grupo carbonilo, se produce el ataque nucleofilico por parte
del grupo hidroxilo (OH) de la Ser*®®. La His®’ favorece el ataque nucleofilico
actuando como base a través de su grupo imidazol, cargadndose positivamente
al tomar el protdn del grupo hidroxilo. Este proceso impide la localizacion de
una carga positiva sobre el hidroxilo de la Ser'® la cual impediria la formacién
del intermediario tetraédrico [11]. La carga positiva sobre la His®’ es
estabilizada por el Gltimo aminoacido de la triada catalitica, el Asp'®®. Los

2 se encuentran a una distancia menor a 2.6 A y

residuos His*" y Asp'®
comparten la carga positiva formando un puente de hidrogeno de baja barrera
(LBHB, del inglés Low Barrier Hydrogen Bond). La distribucion de esta carga no
es simétrica existiendo estudios que indican que se encuentra localizada 85%

sobre el residuo His®" [10].

El producto del ataque nucleofilico es el primer intermediario tetraédrico, el cual
se encuentra cargado negativamente sobre el oxigeno del carbono cuaternario.
Este es estabilizado, como se comentd, por los residuos Gly'*® y Ser'®® del
hueco del oxianion mediante dos puentes de hidrégeno que involucran 6.5 kcal/
mol de energia aproximadamente. La vida media de este intermediario es muy
breve: colapsa con la expulsion del grupo saliente siendo este paso favorecido
por His*’-H*, actuando como &cido, que protona al grupo saliente. Es posible
que el residuo protonado se acerque al grupo saliente para favorecer su
protonacién [10]. La primera etapa de la catalisis finaliza con la formacién de la

acilenzima.

En la segunda etapa, la acilenzima es hidrolizada por el camino reverso de la
acilacion con la diferencia de que en este paso actia una molécula de agua
como nucledfilo en vez de la Ser'®®. La etapa comienza con la activacién del

grupo carbonilo por parte de los residuos Gly'*® y Ser'®® a través de la
formacién de puentes de hidrégeno. Posteriormente, se produce el ataque

nucleofilico sobre el carbonilo por la molécula de agua, asistida por la His®’

11
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actuando como base. Este ultimo paso conduce a la generacion del segundo
intermediario tetraédrico, el cual también es estabilizado por los residuos del
hueco del oxianién. Finalmente, el intermediario colapsa y el grupo hidroxilo de
la Ser’®® se separa del polipéptido saliente. Este Gltimo paso es favorecido por

la accion de la His>” actuando como &cido [10].
1.3 Inhibidores proteicos de proteasas de serina
1.3.1 Descripcion general

La actividad de las enzimas proteoliticas las convierte en un peligro potencial
para los sistemas vivos si no se encuentra bajo un estricto control. Para ello,
existen diferentes estrategias que incluyen la regulacion de la expresion, la
activacion de proteoproteasas, la degradacion de las enzimas y la regulacion
de la actividad proteolitica mediante inhibidores [12]. Casi la totalidad de los
inhibidores conocidos son proteinas, sélo algunos microorganismos secretan

inhibidores no proteicos.

Un inhibidor de proteasas interactia con su enzima blanco a través de una
porcién de su estructura, la cual es necesaria y suficiente para la inhibicion.
Debido a que la estructura de un inhibidor puede contener varias porciones que
inhiban diferentes enzimas, la clasificacion de inhibidores actualmente
aceptada (propuesta por Rawlings [13]) se refiere a dominios inhibidores o
unidades inhibidoras, mas que a proteinas inhibidoras. Se reconocen 48
familias de unidades inhibidoras, las cuales se agrupan a su vez en 26 clanes,

siendo cada clan una linea evolutiva independiente.

La forma en que estas unidades inhibidoras interactian con sus enzimas
blancos varia enormemente. Sin embargo, se reconocen dos tipos de

mecanismos de inhibicidn: reacciones irreversibles y uniones reversibles [13].

Los inhibidores irreversibles son especificos de endopeptidasas ya que su
mecanismo involucra el clivaje de un péptido interno que dispara un cambio

conformacional del inhibidor. Este impide la finalizacion del proceso de clivaje,

12
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por lo que la enzima permanece unida al inhibidor en forma de complejo
acilenzima. Debido a que estos inhibidores no se regeneran luego de
interactuar con su enzima blanco son conocidos como suicidas. Un ejemplo
son las serpinas que constituyen la familia 14 en la clasificacion de Rawlings
[13].

Los inhibidores reversibles se unen al sitio activo de la enzima a través de
multiples interacciones débiles, de manera similar a como lo haria un sustrato
ideal, estableciendo un equilibrio entre la enzima y el inhibidor libres y el
complejo enzima / inhibidor. De esta forma, disminuyen la actividad proteolitica
de la enzima blanco al competir con el sustrato por el sitio catalitico, negando el
acceso del sustrato a este Ultimo (inhibidor y sustrato son mutuamente

excluyentes).

1.3.2 Inhibidores canénicos

Los llamados inhibidores candnicos representan el mayor grupo de inhibidores
proteicos reversibles de proteasas de serina; se encuentran distribuidos
esencialmente en todos los grupos de organismos. Son inhibidores
relativamente pequefios (desde 14 hasta 200 aminoacidos) rigidos y estables.
No forman un conjunto uniforme sino que, segun Rawlings y cols, se reconocen
19 familias en base a la topografia de puentes disulfuro, localizacion del sitio
reactivo y similitud de secuencia (Figura 10) [13]. EI segmento responsable de
la inhibicién, llamado lazo de union (protease-binding loop), es similar en todos
estos inhibidores, y su conformacion se denomina canodnica. Este lazo, que
esta extendido y expuesto al solvente, es complementario al sitio activo de la

enzima blanco (Figura 11). Dentro del lazo de unién, se encuentra el
denominado sitio reactivo P; - P'1, el cual es el encargado de la inhibicién

enzimatica a través de un mecanismo conocido como estandar [14].
El aminoacido que marca la especificidad del inhibidor acomoda su cadena

lateral dentro del hueco del oxianién del sitio catalitico de la enzima, de manera

similar a como lo haria un sustrato. Dada esta analogia, se reconoce que este
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aminoacido ocupa la posicion P;, mientras que la nomenclatura utilizada para

el resto de los aminoacidos del inhibidor es similar a la de cualquier sustrato.

Antistasin Ascaris BBI EBI
hirustasin AMCI PI- SFTI A
G L/

Chelonianin Ecatin Grasshopper
R-elafin ecotin FriP-C

Figura 10. Estructura de representantes de diferentes familias de inhibidores candnicos de
proteasas de serina; se destacan estructuras secundarias, alfa hélices en verde, hebras beta

en azul, y el lazo de unién a la proteasa en rojo [12].

14



Introduccion
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Figura 11. Estructura del lazo de union de diferentes inhibidores candnicos [12].

1.3.3 Mecanismo estandar de inhibicion

1.3.3a Caracteristicas generales

El ajuste de la interaccion enzima-inhibidor al llamado mecanismo estandar se
encuentra demostrado de forma concluyente sélo para inhibidores candnicos
de proteasas de serina. Como se mencion0 previamente (ver secciones 1.3.1y
1.3.2), estos inhibidores se comportan como sustratos ideales de sus enzimas
blancos. En el complejo enzima-inhibidor, se establecen numerosas

interacciones débiles (van der Waals y puentes de hidrégeno) entre el lazo de
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union del inhibidor y el sitio activo de la enzima. El sitio reactivo P;-P"; no es
totalmente inerte al ataque proteolitico y la interaccion enzima-inhibidor puede

representarse como una hidrélisis y resintesis del mismo:

kon k*oft
E+] e F] ¢ E + [*
koft k*on

Donde E es la proteasa, | es el inhibidor, I* es el inhibidor con el sitio reactivo
clivado, El es el complejo enzima-inhibidor, ko, y k*on SON, respectivamente, las
constantes de velocidad de asociacion de segundo orden de la enzima con | e
I*v kott Y K*of SON, respectivamente, las constantes de disociacion de primer
orden de los complejos de la enzima con | e I*. A bajas concentraciones y a pH
neutro, esta hidrélisis es extremadamente lenta, y el sistema se comporta como
un equilibrio simple entre la enzima y el inhibidor libres, y el complejo enzima-
inhibidor [12]. La constante de equilibrio entre el inhibidor modificado (con el
sitio reactivo clivado) y el inhibidor virgen (con el enlace P;-P’; intacto) es
cercana a la unidad, indicando que un 50% de las moléculas de inhibidor se
encuentran clivadas. Un analisis termodinamico de esta hidrdlisis revela que no

genera un aumento significativo de la entropia [12].

Para caracterizar la afinidad de los inhibidores candnicos, al igual que para
todos los inhibidores reversibles, se utiliza el parametro constante de inhibicion,
Ki, el cual es el reciproco de la constante de asociacion (K;) del equilibrio que
establecen el inhibidor, la enzima y el complejo enzima-inhibidor. Para los
inhibidores canodnicos, K, es igual a la relacion kqi/kon. La magnitud de la
inhibicion depende de las concentraciones relativas en las que se encuentran
sustrato e inhibidor (ver 3.3.3) [14], ya que uno compite con el otro por el sitio
de union a la enzima, siendo el complejo EI mucho mas estable que el

complejo ES.
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La velocidad catalitica maxima, Vuax, de una concentracion determinada de
enzima es independiente de la presencia de inhibidor (puesto que el equilibrio
inhibidor-enzima es desplazado a concentraciones altas de sustrato), aunque
Su presencia aumenta la concentracion de sustrato a la cual se alcanza Vyax.
Esto determina que la Ky aparente, es decir, la concentracion de sustrato a la
cual determinada concentracion de enzima alcanza la mitad de su velocidad
méxima en presencia de un inhibidor competitivo, difiera del valor de Ky
(constante de Michaelis-Menten) en un factor (1+ [IJ/K)), es decir:

K = KM(1 +u)
, K

Para la mayoria de los inhibidores competitivos, la concentracion necesaria
para producir una inhibicién significativa es mucho mayor que la de la enzima,
por lo tanto la concentracion de inhibidor unido a la enzima es despreciable con
respecto a la de inhibidor total. En el caso de los inhibidores de alta afinidad,
los efectos de la inhibicion se observan a concentraciones de enzima e
inhibidor del mismo orden. Como la mayoria del inhibidor estd unido a la
enzima, se reduce significativamente la concentracién de inhibidor libre, por lo
gue no es posible despreciar la concentracién de inhibidor unido a la hora de
analizar los resultados de estudios cinéticos. Se han desarrollado muchos
métodos para estimar las fracciones de inhibidor libre y unido a la enzima a fin
de determinar los valores de K, de inhibidores de alta afinidad; en este trabajo,

se utilizé el tratamiento de Morrison (ver 3.3.3).

En cuanto a la cinética de la formacion del complejo enzima-inhibidor, algunos
inhibidores canonicos de alta afinidad, como los integrantes de la familia 12 (ver
1.3.4), interaccionan con la enzima a través de un mecanismo que involucra
dos etapas, una inicial donde la enzima se une al inhibidor rdpidamente
formando un complejo laxo que se isomeriza lentamente en una segunda etapa

al complejo final:
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rapida lenta
k1 K 2

E+] e F] ¢—— EI*
K1 k—E

En este caso, la constante global de inhibicién (K')) queda determinada por las

constantes cinéticas de las dos etapas y se relaciona con K (k.1/k;) de la forma:

* k_g
Ko+ K

Los valores de K| para inhibidores canénicos son menores a 10° M; el més
bajo que se ha determinado corresponde a la asociacion entre el BPTI, Bovine

pancreatic trypsin inhibitor (ver 1.3.4) y la tripsina bovina (K* = 6 x 10 M).

Los inhibidores de alta afinidad pueden ser utilizados para titular enzimas, es
decir, para determinar la concentracion de enzima activa en una determinada
muestra. Para esto, se realizan curvas de velocidad enzimética en funcion de la
concentracion de enzima en presencia de una concentracion fija y conocida de
inhibidor, correspondiendo el punto final a la mayor concentracion de enzima a
la que se deja de apreciar inhibicion. De la misma forma, puede estimarse la
concentracion de inhibidor activo presente en una solucion utilizando una
enzima previamente titulada. Este ultimo método fue utilizado para determinar
la concentracion de inhibidor EgKu-5 activo obtenido en este trabajo (ver

secciones 3.3.2 'y 4.3).
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1.3.3b Interaccion del lazo de unidn candnico con la enzima

En el complejo inhibidor-enzima, entre 10 y 18 aminoacidos del lazo de union
del inhibidor y 17 a 30 del sitio catalitico de la proteasa establecen numerosas
interacciones débiles, mayoritariamente enlaces de van der Waals
(generalmente mas de 100) y puentes de hidrogeno (entre 8 y 15). La
interaccion entre los residuos P3-P; y los residuos 214 y 216 en la tripsina
produce una estructura secundaria de hebra antiparalela B. Ademas de la
interaccién de la cadena lateral del aminoacido en P, los residuos Gly'*® y
Ser'® del hueco del oxianién forman dos puentes de hidrégeno con el oxigeno
del carbonilo de P; (Ver Figuras 8 y 12). El nimero de interacciones entre los
residuos del lazo de union de un mutante del BPTI y la tripsina se muestran en
la tabla 1. EI BPTI es el prototipo de la familia 12 de inhibidores candnicos (ver

Figuras 10y 11 y seccion 1.3.4)

En la Figura 12 se representan las interacciones entre el lazo de union

canonico del inhibidor de tripsina de Cucurbita méxima (CTMI) y la tripsina.

L

Ser195(E)
Asp102(E) -

Phed41(E)
o6l

Gly193(E)
oh2
oy

Ser214(E)

Figura 12. Representacion esquematica de las interacciones entre el lazo de unién del
inhibidor de tripsina de Cucurbita maxima (CTMI) con la tripsina. Los residuos del inhibidor,
marcados con (I), se unen a los de la enzima, marcados con (E), de manera similar a como lo
haria un sustrato. Los atomos de oxigeno estan representados en gris mientras que los de
nitrégeno en negro. Tomado de [12].
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Van der Waals E. de hidrégeno

Ps Thr11 1 0
P, Gly 12 1 0
Ps Pro 13 9 1
P, Cys 14 16 1
P. Arg 15 62 7
P Ala 16 15 0
P, Arg 17 21 3
P, lle 18 2 0
P, lle 19 8 1

Total 147 15

Tabla 1. NUumero de interacciones de van der Waals y enlaces de hidrégeno que establecen
con tripsina nueve residuos pertenecientes al sitio de union del BPTI. En estos estudios, se usé
un mutante del BPTI con arginina en la posicién 15 en lugar de lisina. Nétese que la Arg™ es la

gue establece mayor namero de interacciones. Tomado de [16].

1.3.4 La familia 12 de inhibidores canénicos

Como ya se menciong, el prototipo de la familia 12 es el inhibidor pancreético
de tripsina bovina (BPTI o aprotinina) (Figura 13) el cual fue aislado y

cristalizado por Kunitz y Northrop en 1936.

Los integrantes de la familia se caracterizan por poseer un dominio Kunitz, es
decir una estructura a+p formada por dos hebras  y dos segmentos cortos de
a hélice en los extremos del dominio. Este dominio es muy antiguo y esta
ampliamente distribuido en los organismos metazoarios. Su estructura esta
estabilizada por la presencia de tres puentes disulfuro entre seis cisteinas
conservadas (Figura 14). El lazo de union a la proteasa (o lazo anti-proteasa)
en esta familia de inhibidores se ubica entre el extremo amino terminal y la
primera hebra B, en una region carente de estructura secundaria, estabilizada
por el puente entre la segunda y la cuarta cisteina (ver también BPTI en la
Figura 11).
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Figura 13. Estructura del BPTI, prototipo de la familia I12. En este esquema se destacan las dos
hebras B en color verde, las dos a hélices en color rojo y el residuo lisina en posicién P, en

violeta. No se muestran los tres enlaces disulfuro del dominio. Tomado de [17].

N

XXCXXCHEXXXCXXXCXXXXXXCXXXXC XX

.
r

50 aminoacidos

Figura 14. Representacion esquematica de la estructura basica de un dominio Kunitz. 'C"
cisteinas conservadas formando enlaces disulfuro,#": Sitio reactivo. En rojo: Puentes disulfuro
[18].
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1.4 Inhibidores de proteasas como estrategia de defensa de parasitos

intestinales

El intestino de los mamiferos se encuentra altamente especializado para la
digestion y asimilacion de componentes organicos degradados en las porciones
previas del tubo digestivo. La presencia de enzimas digestivas genera un
ambiente exigente para la instalacion de parasitos intestinales por lo que estos
organismos desarrollan diferentes estrategias para sobrevivir. La aparicion y
posterior evolucion de estas estrategias esta condicionada por los cambios que
sucedan en dicho ambiente. El hospedero no es inerte a las modificaciones en
las defensas del parasito, por lo que ambos evolucionan en una forma paralela
y mutuamente dependiente. Esta co-evolucion es una de las caracteristicas
mas notables de la relacién hospedero — parasito. Generalmente se da de una
forma desigual ya que los periodos generacionales suelen ser
significativamente mas cortos en los pardsitos que en sus respectivos

hospederos.

Existen antecedentes interesantes en el grupo de parasitos gastrointestinales,
al cual pertenece el adulto de E. granulosus, sobre estrategias que
contrarrestan el ambiente nocivo en el cual ocurre la instalacion. Estas se
basan en la secrecién de moléculas capaces de interferir con proteasas de los
hospederos, tanto las que estan en el sitio donde el parasito se instala, como
las que son liberadas por las células del sistema inmune activadas en
presencia del parasito. La mayoria de las moléculas que estan caracterizadas
pertenecen a la familia de las serpinas o son inhibidores canodnicos de una
familia cuyo prototipo es una proteina de &scaris, un nematodo intestinal
(familias 14 e 18, respectivamente, segun la clasificacion de Rawlings [13]).
También se han detectado inhibidores de proteasas de la familia 12 (con
dominio Kunitz) en helmintos parasitos como Ancyclostoma spp. [19],
Haemonchus spp. y Echinococcus granulosus. Es probable que estos
inhibidores cumplan un rol en la supervivencia de estos parasitos en el intestino
de sus hospederos. El caso de Echinococcus granulosus se abordara en la

siguiente seccion.
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1.5 Inhibidores Kunitz en Echinococcus granulosus

A partir de un relevamiento del transcriptoma de protoescélex de este cestodo,
expuestos a pepsina en medio acido, condiciones similares a las presentes en
el estdbmago del perro, se identificaron 7 ADNc que corresponden a proteinas
cuyas secuencias poseen similitud con inhibidores del tipo Kunitz por lo que
fueron denominadas EgKu-1 a EgKu-7 [20]. Las proteinas maduras predichas
difieren en peso molecular, punto isoeléctrico, y en el residuo de su sitio
reactivo por lo que tendrian especificidades distintas si actuaran como
inhibidores de proteasas de serina. Una octava proteina tipo Kunitz, EgKu-8,
fue purificada de protoscélex sin tratar [20] y el ADNc correspondiente clonado.
Un andlisis de las relaciones filogenéticas entre sus dominios Kunitz permite
inferir que EgKu-1 y EgKu-4, EgKu-3 y EgKu-8, EgKu-6 y EgKu-7, se agrupan
juntos, lo cual indicaria que son producto de duplicaciones génicas recientes.
EgKu-2 posee un dominio que se aparta de la familia y una extension en su
extremo C-terminal que lo distingue de los otros (Figura 15).

La porcion que codifica para el extremo N-terminal de estas proteinas
corresponde a un péptido sefial, una condicidon necesaria, pero no suficiente,
para ser secretadas al exterior del parasito. Nuestra hipotesis es que estas
moléculas serian secretadas por el parasito a la interfase con su hospedero y
neutralizarian proteasas presentes en el duodeno. Hasta el momento, hemos
detectado a las proteinas EgKu-3 y EgKu-8 en productos de secrecién de

protoescolex [20].

e

(GRRR3PRLOESDEYY SCFYGEVECKRR THEYEVHEID

S ——

11—

EgRv-1 RADISNLXIERGI .,SEIK'-;EH HAGE
Egftu-2 FUNE EVEPLOREQLOT A Y RPN VYL
EgRu-3 RIDEMROPTHAGL CYFFSHCH
EgRv-4 RVNIBNLPTEXGOM:SEVEVE
EgRu-5 RGRISYINRENLPISSCR-CYFLR [LRff=mmenmemennemacanemenancnnennansn
Egfu-6 VHERSYEPTAPCRNN] 133 CECERNRE RIS RRDF SWILK--PEYSYEPLEGLYIENR- ---—-----
EgRu-7 VHERNFEPHDVERS:] FIHGENCET Y I TRT R3S S I LK -~ VPEY DY 33~ SIE - === emmmmem
EgRy-6 RIDEWELELDPG (ERCEREN TR '

> fad L3 [

Figura 15. Alineamiento de las 8 proteinas de la familia Kunitz de E. granulosus (EgKu-1—
EgKu-8). Se resaltan los aminoacidos conservados, se destacan las seis cisteinas que
formarian puentes disulfuro. En amarillo, se indican los residuos en la posicidon correspondiente
al sitio P1 en los inhibidores de proteasas.
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gtaactcgacctcgcgatcatgtttcgcacactccatgcgtcagtgagcatcattttectt
- LDLAIMFRTILHASYVS 1T 1 FL

gcattctttgtggcctctatgctcaatctaggctactgtcgaggaaaaattagttacatc
AF FV ASMTULNILGY CRGIK KT S Y I
aaccgatgcaacctaccgattagttctggtcgatgtcgaggctactttcteccgatatgge
NR CNLTPISSGRTCEGYTF FLTR RYG
tatgattccgaaacggatgaatgccgtcggttcgtttatggtggatgtcgcggcaacaga
Yy DS ETDET CWRIREFUVY G G CIR G NR
aataacttcttcacctacaaggaatgcatgaaaagatgttatctgaggtttaaataa
N NF FTY K EI CMIKIRU CY L R F K -

Figura 16. En mindscula: secuencia de ADNc correspondiente a EgKu-5. Se aislaron dos

clonas, una de una genoteca preparada con ADNc de protescélex tratados con pepsina en
medio acido (CN 64551") y otra de una genoteca de ADNC de protoescélex sin tratar (CN

65837"). En mayuscula: secuencia aminoacidica traducida a partir de la nucleotidica; se
muestra la metionina de iniciacion (negrita). En gris: proteina madura (luego del clivaje del

péptido sefial predicho). En azul: residuo de arginina situado en la posicién P;.

Dentro de este grupo se encuentra la proteina EgKu-5 la cual sera el objeto de
estudio de este trabajo. Esta posee un residuo de arginina en la posicion que
corresponde al sitio P; (Figura 16) lo que, en principio, permite predecir que se
trata de un inhibidor de alta afinidad de proteasas de serina tipo tripsina. El
transcripto correspondiente se aislé también de protoescolex sin tratar con
pepsina. La secuencia codificante para EgKu-5 madura (192 pb) permite
predecir los siguientes parametros fisicoquimicos de la proteina: un peso
molecular de unos 7672 Daltons, un punto isoeléctrico de 9.6 y una carga de 9.

"Indican los cédigos de acceso en la base de datos de ESTs de GenBank (dbEST) de las secuencias de las
clonas de ADNc.
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2. Objetivos de este trabajo

Un aspecto central en la adaptacion parasitaria es el estudio de los fenébmenos
que ocurren en la interfase entre un parasito y su hospedero y, en particular, de
las interacciones entre las moléculas de ambos organismos que, en ultimo
término, permiten el establecimiento de un parasitismo exitoso. Ademas de su
importancia béasica, el conocimiento de esas moléculas puede contribuir al

disefio de estrategias para el control de la parasitosis.

En el marco de la hipdtesis de que los inhibidores Kunitz actuarian en la
interfase entre Echinococcus granulosus y su hospedero definitivo
contribuyendo positivamente a la instalacion del parasito, nuestro grupo esta
trabajando en la caracterizacion de estas moléculas.

En particular, los objetivos de este trabajo fueron: clonar la regién codificante
para la proteina EgKu-5 madura, posteriormente, producirla como
recombinante en E.coli y luego, ensayar su actividad como inhibidora de

tripsina.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Clonado de la secuencia codificante para la proteina EgKu-5 madura

en un vector de expresion procariota
3.1.1 Amplificacién por PCR

Se utilizé un protocolo de tipo touchdown, comenzando con una temperatura de
hibridacién que se disminuyé en un grado centigrado por ciclo durante los
primeros cinco ciclos. Se eligié esta estrategia de amplificacion debido a que se
trabajoé con moldes complejos: la mayor temperatura de hibridacion durante los
primeros ciclos, cuando la concentracion relativa de molde blanco es baja,
aumenta la especificidad de la reaccién. Como el producto de reaccidén seria
clonado en un vector de expresion para producir la proteina recombinante, se
utilizé la polimerasa VENT, ya que ésta posee capacidad correctora de errores.
Se usaron cinco moldes diferentes que estaban disponibles en el laboratorio al
iniciarse este trabajo: ADN gendmico y ADNc de cuatro materiales de distintos
estadios del ciclo de vida de E.granulosus: protoscoélex sin tratar, protoscoélex
tratados con pepsina en medio acido, capa germinativa y adultos inmaduros. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen de 25 pl, en una solucion conteniendo
1 mM dNTPs y 0.5 U de VENT ADN polimerasa (New England Biolabs) en el
tampdn correspondiente [20 mM Tris HCI pH 8.8, 2 mM MgSOQ,, 0.1% Triton X-
100, 10 mM KCl y 10 mM (NH,4),SO,]. La concentracién de Mg** en la solucién
se suplementé a 4 mM cuando el molde era ADNc, y 6 mM cuando era ADN
genomico. En todos los casos, se utilizé 1 yL de molde y 1 pL de cada uno de
los cebadores forward y reverse de concentracién 10 uM (4 uM en la mezcla de
reaccion). El primer forward estaba disefiado desde el coddén del primer
aminoacido de la proteina madura y contenia un sitio de corte para la enzima
de restriccion BamHI. Por su parte, el primer reverse hibridaba desde el codén
de terminacion y contenia un sitio de corte para Hindlll (Figura 17). La
amplificacion se realiz6 utilizando el programa que se muestra en la Figura 18
en un termociclador PERKIN ELMER (GeneAmp PCR System 2400).
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KU5 Forward

Secuencia (5'a 3'): AGGATCC AAA ATT AGT TAC ATC AAC
BamHl K I S Y | N

Longitud: 25 %GC: 32 Tm: 50°C (37)

KU5 Reverse

Secuencia (5'a 3'): AAAGCTTAC TTATTT AAA CCT CAG ATA ACA
Hinadlll F K F R L Y C]

Longitud: 29 %GC: 28 Tm: 51°C (40)

Figural7: Secuencia nucleotidica de los primers forward y reverse utilizados para amplificar la
secuencia codificante para EgKu-5. Se resaltan las secuencias de corte de BamHI y Hindlll.
También se muestra la secuencia aminoacidica traducida a partir de los primers (en el caso del
reverse se trata de la traduccién de la cadena complementaria y * simboliza el codon de
finalizacién); y datos de los primers: longitud, porcentaje de GC y temperaturas de
desnaturalizacion (T,,) aproximadas. Estas Ultimas se calcularon suponiendo que cada G/C
aporta 4°C y cada A/T 2°C (T, (°C)= 4(GI/C) + 2 (AIT)). Entre paréntesis aparecen las T,
correspondientes a la parte de los primers que hibrida desde el comienzo de la PCR, es decir la

que no incluye el sitio de restriccion.
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o5° | 952 | 95° |

75° | 75°

130 15°
- | 550 |
X5+ X30 1 4°

Tiempao

Figura 18: Programa utilizado para la amplificacion por PCR. Inicialmente, la muestra se
desnaturalizd a 95 °C durante 4 min. Los primeros cinco ciclos se desarrollaron con una
temperatura de desnaturalizacion de 95 °C durante 30 seg., una temperatura de hibridacion de
60 °C, la cual se disminuy6 1 °C por ciclo, durante 1 min. y una temperatura de elongacion de
75 °C durante 1.5 min. Los restantes treinta ciclos fueron idénticos al tltimo (95 °C durante 30
seg., 60 °C durante 1 min. y 75 °C durante 1.5 min.). Luego, la muestra fue tratada a 75 °C
durante 15 min. para permitir una completa elongacion y finalmente, se conservé a 4 °C hasta
ser retirada del termociclador.

3.1.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa y purificacion de
fragmentos de ADN

Las electroforesis de ADN se llevaron a cabo en geles de agarosa al 1% (salvo
en el caso del pET- EgKu-5 en que se uso 0.8%) en buffer TAE [5 g/l Tris base,
1 ml /| &cido acético, 0.05 M EDTA, pH 8.5]. Las muestras se sembraron en el
gel luego de ser tratadas con tampon de carga TAE con glicerol y azul de
Bromofenol [21]. Todos los geles contenian bromuro de etidio en una
concentracién 5.0 10 mg/ml, aproximadamente. Las corridas se efectuaron en
una cuba de electroforesis Mupid, Raduael Co. a un voltaje constante de 100 V.
La visualizaciébn de las bandas se realiz6 iluminando los geles con luz

ultravioleta [21].

Para la purificacion del ADN retenido en los geles de agarosa, se utilizo el kit
comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). El procedimiento se basa en
la disolucién de la agarosa a 40 °C en una soluciéon de NaClO4. La solucién
resultante se pasa a través de una membrana de silica en una columna, la cual
retiene moléculas de ADN de un tamafio mayor a 70 pares de bases pero no

nucledtidos, enzimas, sales, agarosa, bromuro de etidio u otras impurezas; la
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columna se lava con una solucidon que contiene alcohol para eliminar la
agarosa. La muestra se recuperé en 30 pL de una solucion 10 mM Tris-HCI pH
8y 0.1 mM EDTA.

3.1.3 Adenilacion de productos de PCR

El vector pGem-T Easy (Promega, Figura 19) que se utiliz6 para clonar el
producto de PCR se encuentra disefiado para ligar secuencias de ADN con
adenina en sus extremos 5° como poseen los productos de amplificacion
cuando se utilizan polimerasas con actividad transferasa terminal como la Taq.
La ADN polimerasa VENT carece de esa actividad. A fin de ligar el producto de
PCR, se procedio por lo tanto al agregado de adenina en sus extremos 5. Esto
se realizd incubando a 70 °C durante 30 min. una solucién de 10 pl que
contenia: 7 pL del producto de PCR extraido del gel de agarosa
(aproximadamente unos 7 ng/ul ADN), 0.2 mM de dATP, 1U de Taq polimerasa
(Fermentas) en el tampodn correspondiente [10 mM Tris-HCI pH 8.8, 50 mM
KCI, 0.08% Nonidet P40 y 1.5 mM MgCly].

3.1.4 Ligacion de productos de PCR al vector de clonado pGem-T Easy

La ligacién al vector de clonado pGem-T Easy (Promega) se realizé en una
solucion de 10 pL que contenia: 4 pL del producto de la adenilacion, 1 pyL de
pGem-T Easy (50 ng/uL), 2 mM de ATP y 3 U de ADN ligasa T4 (Promega) en
el tampon de reaccion [30 mM Tris-HCI pH 7.8, 5% PEG, 20 mM DTTy 20 mM
MgCl,]. La concentracion molar de inserto en la mezcla de reaccion se estimé
en 2 nM mientras que la del plasmido pGem-T Easy fue de 2.5 nM. La mezcla

se incubd a 16 °C durante 12 horas.

3.1.5 Transformacion de E. coli con los plasmidos recombinantes

La transformacion de la cepa E. coli XL1-Blue con pGem-T Easy (Figura 19) y
pET28 a (+) (Novagen, Figura 20) recombinados con la secuencia codificante
para EgKu-5 se realizé utilizando el método de shock térmico [21]. El genotipo
de XL1-Blue es: recA endAl gyrA96 thi-1 hsd17 supE44 relAl lac {F" proAB
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lacl ZAM15 Tn10 (Tet")}. Las colonias XL1 transformantes se sembraron, en
condiciones asépticas, en placas de LB-agar [10 g/l triptona, 5 g/l extracto de
levadura, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar] que contenian ampicilina (100 pg/ml). Previo
a su uso, se esparcieron 20 pL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopiranésido) 50 mg/ml y 100 pL de IPTG (isopropil B-tiogalactopirandsido)
100 mM sobre las placas. El reconocimiento de colonias portadoras de
plasmidos pGem-EgKu-5 se realiz6 mediante la visualizacion de la ausencia de

actividad B-galactosidasa (ver apartado Mecanismo de a-complementacion).

Por otra parte, la transformacion de E. coli de la cepa BL21 (DE3), cuyo
genotipo es {B F dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal, A(DE3)}, con el plasmido
recombinante pET-EgKu-5, se realizé por el mismo método que para la cepa
XL-1. Las células tratadas se plaquearon en condiciones asépticas, en placas
de LB agar en presencia de kanamicina (30 pg/ml). Informacion detallada del

sistema pET28a (+) se encuentra en el apartado Descripcién del sistema pET.

3.1.6 Screening rapido de colonias transformadas

A fin de identificar las colonias portadoras de plasmidos recombinantes, se
realiz6 un protocolo de screening rapido [21]. Se crecieron presuntas colonias
recombinantes en 5 mL de caldo LB con ampicilina (100 pug/ml) durante toda la
noche a 37 °C con agitacion. Una alicuota de 400 pL de este cultivo se
centrifugd, en una centrifuga de mesa (Spectrafuge 16 M, Labnet) a 2000 rpm
durante 5 minutos. Se descartaron 200 pL del sobrenadante y las células se
resuspendieron en el sobrenadante restante. A dicha solucion se le agreg6 50
uL de fenol saturado de Tris-HCI a pH 8, se agitdé manualmente y se centrifugo
a 10000 g durante 2 minutos. Una alicuota de la fase acuosa (5 pL) se corrié en

una electroforesis en gel de agarosa.
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Mecanismo de o-complementacion

El vector de clonado pGem-T Easy (Promega), de 3015 pares de bases, incluye un
pequeiio fragmento del gen de la [ galactosidasa (gen lacZ) de E. coli que contiene
secuencias reguladoras y codifica para los primeros 146 aminoacidos de la porcion
amino terminal de la enzima (fragmento o). Dentro de esta region se encuentra un sitio
de clonado multiple que mantiene el marco de lectura del fragmento a. Este vector se
utiliza junto con células hospederas que expresan la porcion carboxilo terminal de la
B galactosidasa (fragmento ®). Ni el fragmento o que porta el plasmido ni el fragmento
o, codificado en el genoma de la bacteria, son activos por separado sino que se asocian
para dar lugar a la enzima activa. Este tipo de mecanismo, donde mutantes con
deleciones en el segmento proximal del operador del gen lacZ son complementados por
mutantes negativos para la 3 galactosidasa que poseen el segmento proximal del
operador intacto, es llamado a-complementacion.

Las bacterias transformadas no recombinantes lac” resultantes son fAcilmente
reconocibles porque forman colonias azules en presencia del cromégeno X-Gal. Este
ultimo es sustrato de B galactosidasa y genera un producto azul al ser hidrolizado por la
enzima. Habitualmente, la insercion de un fragmento en el sitio de clonado del plasmido
impide esta a.-complementacion al producir un fragmento a inactivo. De esta forma, las
bacterias transformadas con plasmidos recombinantes forman colonias blancas en
presencia de X-gal.

La expresion del fragmento o se encuentra regulada por el represor lac el cual puede ser
desplazado por una molécula de IPTG. De este modo la presencia de IPTG es necesaria

para que se de la a-complementacion.
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Figura 19. Estructura del plasmido pGem-T Easy. Se muestra el sitio multiple de clonado, la posicion de
las secuencias blanco de enzimas restriccion a partir del sitio de union de la polimerasa T7, la region
codificante para el fragmento o (lacZ), los origenes de replicacion y la secuencia que confiere resistencia
a la amplicilina. Cabe destacar que este plasmido no posee sitios de corte para las enzimas de restriccion
BamHI y HindIII utilizadas en este trabajo para recuperar el fragmento clonado.
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3.1.7 Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico de bacterias transformadas se realizd
utilizando el kit comercial Plasmid Mini Kit (Qiagen). La misma se basa en el
procedimiento de la lisis alcalina [21]; para la purificacion del plasmido se utiliza
una matriz de silica montada en una columna como la que se usé para
recuperar el ADN luego de su extracciébn de geles de agarosa (ver seccién
3.1.2). Las bacterias (E.coli de la cepa XL-1) de un cultivo de 5 ml se lisaron en
una solucion conteniendo 200 mM NaOH y 1% de SDS y se centrifugaron. El
lisado se pasé a través de la columna de silica, la cual se lavé para luego
recuperar la muestra en aproximadamente 10 pL de 10 mM Tris-HCI pH 8 y 0.1
mM EDTA.

3.1.8 Clonado direccional de EgKu-5 en el vector de expresién pET28a (+)

En una primera etapa, se recuperé la secuencia codificante para EgKu-5 del
plasmido pGem-EgKu-5 con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (ambas
de Fermentas). La digestion se realiz6 en un volumen final de 30 uL con 20 U
de Hindlll y 15 U de BamHI, en buffer de BamHI [10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1
mg/ml BSA, 0.02 % Triton X-100, 5 mM MgCl,, 100 mM KCI]. La eleccién de la
solucion tampdén se basé en la actividad de cada enzima en el tampdn
recomendado para la otra. BamHI presenta menor actividad en la solucién
buffer recomendada para Hindlll que a la inversa. Se utilizaron 18 pyL de una
preparacion de plasmido obtenido como se describio en 3.1.7. La masa de
plasmido recombinante en la mezcla de digestion se estimé en 1.8 pg. La
digestion se realiz6 a 37 °C durante toda la noche. El total de la digestion se

corrié en un gel de agarosa y se purificé el fragmento liberado.

A continuacion, se realizé la ligacion del fragmento recuperado luego de la
digestion al vector de expresion pET 28a(+) cortado con BamHI y Hindlll y
desfosforilado para impedir su religacion (cedido gentilmente por la Dra. Silvia
Gonzalez). La reaccion se realizdé en 20 pL de una solucién que contenia 2 U
de ligasa T4 (Fermentas) en buffer de reacciéon [40 mM Tris-HCI pH 7.8, 10 mM
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MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP], 15 pL de la solucién del fragmento
recuperado del gel y 1 ul de pET 28a(+) (50 ng/uL aproximadamente) a 16 °C
durante toda la noche. Las concentraciones de inserto y plasmido en esta
reaccion se estimaron en 30 nM y 0.014 pM, respectivamente. Con el producto
de la ligacion se transformaron E.coli XL-1 Blue y se plaguearon como se

describi6 en 3.1.5.

3.1.9 Secuenciacion del plasmido pET-EgKu-5

Se obtuvo una minipreparacion de plasmido pET-EgKu-5 utilizando el método
de la lisis alcalina [21] con soluciones preparadas en el laboratorio. Se
centrifugé un cultivo (10 mL) de E.coli XL-1 recombinantes, crecido a 37 °C
durante toda la noche, a méxima velocidad durante 30 segundos. Se retir6 el
sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 100 pL de una solucion 25
mM Tris-HCI pH 8.0 conteniendo 50 mM de glucosa y 10 mM de EDTA. A esta
solucién se le agreg6 200 ul de solucion de lisis [0.2 N NaOH, 1% SDS], y
luego de mezclar por inversion, 150 uL de una solucion de acetato de potasio
(5 M en acetato y 3 M en potasio) pH 4.5. La solucion resultante se mezclo por
inversion varias veces para luego mantenerse en hielo durante 5 minutos.
Pasado este tiempo, se centrifugd durante 5 minutos a 12000 rpm y luego el
sobrenadante se transfirio a un tubo limpio donde se agreg6 800 pl de etanol
100 % mezclandose por inversion. Se centrifugd nuevamente durante 5
minutos a 12000 rpm y se lavoé el precipitado con 500 pL de etanol 75%. Luego
de centrifugar brevemente se dejo secar el precipitado para luego
resuspenderse en 50 pL de agua; 10 pL de esta minipreparacién fueron

enviados para ser secuenciados.

El plasmido recombinante fue secuenciado en el Institut Pasteur de
Montevideo, utilizando el primer T7. Este hibrida flanqueando el sitio de
clonado multiple, a unos 180 nucledtidos del sitio de corte para BamHI. El
cromatograma se Vvisualizé con el software BioEdit (lbis Biosciences,
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit). El analisis de la secuencia se realizd
utilizando las herramientas informaticas disponibles en EXPASY

[http://ca.expasy.org/].
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3.2 Produccion y analisis de EgKu-5 recombinante

3.2.1 Analisis de la expresion de EgKu-5 recombinante

Se prepar6 un precultivo con colonias frescas de E. coli BL21 (DES3)
transformadas con pET-EgKu5 en 2 mL de caldo LB con kanamicina (30
ug/ml). El precultivo fue incubado durante toda la noche a 37 °C. Una alicuota
(200 pL) se agregé a 5 mL de LB-kanamicina, y se incubé a 37 °C con
agitacion (200 rpm) en un incubador orbital (Gallenkamp) hasta que el cultivo
alcanzé una densidad Optica a 600 nm de 0.5 a 0.7. Luego se agreg6 IPTG
hasta una concentracién final 1mM y se incubé durante 4 horas en las mismas
condiciones. Una alicuota del cultivo resultante (1 mL) se centrifugd durante 8
minutos a 1000 g. Las células obtenidas se analizaron por SDS-PAGE (ver

seccion 3.2.5)

La informacion detallada acerca de la induccion del plasmido pET 28 a(+) se
encuentra en el apartado Plasmidos de expresion de la serie pET.

3.2.2 Produccion de EgKu-5 recombinante

Para la produccion de EgKu-5 recombinante se partié de cultivos de 200 ml
inoculados directamente con colonias frescas, preparados como se describio

en 3.2.1. Pasadas 4 horas de la induccion, el cultivo obtenido se someti6 a

diferentes tratamientos (3.2.3 - 3.2.4) con el fin de purificar EgKu-5.
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Plasmidos de expresion de la serie pET

El sistema de expresion pET esta disefiado con el fin de producir grandes cantidades de
proteina recombinante dentro de una célula anfitriona. Fue desarrollado en 1986 por W.
F. Studier y B. A. Moffatt, quienes crearon inicialmente un sistema de expresion de
polimerasas de ARN sumamente selectivo para la polimerasa del bacteriéfago T7. Es
extensamente utilizado por ser de facil manipulacién y porque permite un alto nivel de
produccion de proteina recombinante. Se basa en la transformacion de huéspedes de
expresion, generalmente cepas de E. coli que contienen una copia cromosémica de la
ARN polimerasa de T7 bajo control del operon lacUV45, con plasmidos pET
recombinantes. En condiciones normales el operon lacUV45 se encuentra inhibido por
el represor lac, el cual puede ser desplazado por una molécula de IPTG. Tanto la
expresion del gen de la ARN polimerasa de T7 como la del gen recombinante se
encuentran controladas por el operdon lacUV45, por lo que el IPTG es necesario para
activar la transcripcion de los dos genes (Figura 21). La presencia de la ARN
polimerasa de T7 es necesaria para la expresion de la secuencia recombinante ya que su
promotor no es reconocido por las ARN polimerasas de la célula anfitriona. Cuando
dichas células son tratadas con IPTG aumenta la expresion de la proteina recombinante
hasta convertirse en alrededor del 50 % del total de las proteinas expresadas por la
célula debido a la alta afinidad de la ARN polimerasa de T7 por su promotor.
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Figura 20. Estructura del plasmido pET 28(a) +. Se muestran los sitios blanco para las enzimas de
restriccion, el sitio de clonado multiple, el sitio de duplicacion y del gen que le confiere resistencia al
antibiotico kanamicina, entre otras.

La capacidad de una expresion controlada ofrece la ventaja a este sistema de no causar
inestabilidad al plasmido debido a la producciéon de proteinas potencialmente toxicas
para la célula hospedera.
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PTG nduction ™\
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Figura 21. Esquema del funcionamiento de la induccion de la expresion de proteinas recombinantes en
los vectores de expresion de la serie pET. La presencia de IPTG en una célula anfitriona induce la sintesis
de ARN polimerasa de T7; esta posee alta afinidad por su promotor en el plasmido pET generando gran
cantidad de transcripto de la secuencia recombinante.

Al igual que muchos sistemas de expresion, el pET ofrece la opcidon de agregar colas de
fusion a la proteina recombinante. Estas pueden variar en su tamafio, composicion y
funcidn; generalmente se utilizan para la cuantificacion y/o la purificacion de la proteina
recombinante.

3.2.3 Purificacién de EgKu-5 recombinante por cromatografia de afinidad

en condiciones desnaturalizantes

La purificacion de la proteina en condiciones desnaturalizantes se realizo
utilizando urea como agente caotrépico. Un cultivo inducido (ver seccién 3.2.2)
se centrifugd en una centrifuga SIGMA 3K18 a 4000 rpm durante 20 minutos a
4 °C. Las células se resuspendieron en 10 ml de buffer de lisis [100 mM
NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCl y 8 M urea pH 8]. El lisado se centrifug6 durante 15
minutos a 20000 g en una centrifuga SIGMA 2K15; el sobrenadante obtenido
se incubo con la matriz de afinidad de Ni-NTA Agarosa (Invitrogen) durante 1
hora a 4 °C con agitaciéon suave (ver el apartado Purificacién de proteinas
recombinantes con cola de poli-histidina). Posteriormente, se empaqueto una
columna cromatografica y se lavd extensamente con solucion de lavado [10
mM Tris-HCI pH 6.3, 100 mM NaH,PO,, 8 M urea]. La elucion se realizé en dos
etapas mediante variacion del pH, utilizando tampones de igual composicién
ajustados a pH méas acido, inicialmente a pH 59 y luego a pH 4.5,
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recogiéndose en cada caso 5 fracciones de 0.5 ml. El perfil de la elucion se
analizé por SDS-PAGE (ver seccidn 3.2.5); las fracciones que contenian EgKu-
5 se reunieron y se pasaron por una columna cromatografica de exclusion
molecular (NAP 10, General Electric) siguiendo las recomendaciones del
fabricante, con la finalidad de eliminar el exceso de urea. La matriz de esta
columna separa moléculas mayores a 5000 Daltons de menores de 1000

Daltons.

Purificacion de proteinas recombinantes con cola de poli-histidina

La purificacion de proteinas recombinantes con cola de poli-histidina se basa en la gran
afinidad de la matriz de Ni-NTA por péptidos ricos en repetidos de histidina.

La matriz de Ni-NTA estd compuesta por agarosa unida a acido nitrilotriacético, el cual
posee un grupo quelante tetradentado que ocupa cuatro de los seis sitios de la esfera de
coordinacion de un cation de niquel (Ni*"). Los sitios de coordinacion libres pueden ser
ocupados por grupos como el imidazol. Esto permite que la matriz una fuertemente
péptidos a través de residuos de histidina consecutivos (Figura 22).

La uniéon de proteinas recombinantes con cola 6xHis es muy fuerte, lo que permite
lograr altos niveles de pureza y mayor cantidad de proteina que otros sistemas de
purificacion. Las proteinas retenidas en la matriz son eluidas mediante el agregado de
concentraciones crecientes de imidazol o acidificando el medio.

A diferencia de lo que ocurre con otros sistemas de afinidad, la interaccion de la matriz
de Ni-NTA con proteinas con cola 6xHis no depende de su conformacion
tridimensional, por lo que puede ser utilizada para purificaciones tanto en condiciones
nativas como desnaturalizantes.
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Figura 22. Esquema de la interaccion entre la matriz Ni-NTA y los grupos imidazol de dos residuos
consecutivos de histidina.
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3.2.4 Solubilizacién de EgKu-5 recombinante de cuerpos de inclusion y su

posterior renaturalizacion

Un cultivo inducido (ver seccion 3.2.2) se centrifugé a 4000 rpm durante 20
minutos; las células se lisaron y el lisado se centrifugd como se describidé en
3.2.3. El residuo obtenido se traté en base al protocolo de Amy E. Schmidt et
al. [22]. Se resuspendié en una solucion conteniendo 10 mM de Tris-HCI pH
7.5, Nonidet P-40 al 3% y 1 mM de EDTA y se sonic6 a baja intensidad con un
sonicador Ultrasonic Homogeneizer 4710 Series. Los cuerpos de inclusion se
recogieron por centrifugacion a 20000 g durante 15 minutos y se lavaron 2
veces con agua centrifugando luego de cada lavado. Posteriormente, se
solubilizaron por tratamiento con 5 ml de solucién 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM
B-mercaptoetanol, 8 M Urea y 0.5 M NaCl para luego ser incubados a 4 °C
durante 12 horas.

La solucién resultante se centrifugé a 20000 g durante 30 minutos y se filtr6 a
través de una membrana de teflébn de 0.2 um (PTFE, Whatman). La solucion
filtrada se aplicé en una columna de 0.5 mL de Ni-NTA agarosa equilibrada con
un buffer 50 mM Tris-HCI pH 8, 6 M urea, 0.5 M NaCl y 10 mM B-
mercaptoetanol. Luego, la columna se lavdo con 5 ml de una solucion 50 mM
Tris-HCI pH 8, 6 M urea, 0.5 NaCl, 10 mM B-mercaptoetanol y 25 mM imidazol
y posteriormente se eluyé con 5 ml del mismo buffer conteniendo 500 mM
imidazol. Luego, la proteina en la fraccion eluida se diluyd hasta una
concentracion de 0.5 mg/ml, se traté con DTT (Ditiotreitol) hasta alcanzar una
concentracion 50 mM y se incubd durante 12 horas a 4 °C. Luego, se dializé
extensamente contra 20 volimenes de buffer 50 mM Tris-HCI pH 9, 6 M Urea y
0.02 % azida de sodio durante 12 horas a 4 °C. La renaturalizacion se realiz6
por dialisis contra 50 mM Tris-HCI pH 9, 0.3 M NacCl, 2 M Urea, 0.02% azida de
sodio, 2.5 mM glutation reducido y 0.5 mM glutation oxidado durante 48 horas a
4 °C y finalmente contra varios cambios de 50 mM Tris-HCI pH 9. Luego de la

dialisis la solucion se filtr6 nuevamente a través de un filtro de teflén de 0.2 pm.
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3.2.5 Analisis por SDS-PAGE

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS
(dodecil sulfato de sodio) fueron realizadas siguiendo el protocolo convencional
de Laemmli [23] utilizando un gel concentrador de acrilamida al 5% (p/v) y un
gel separador de 12% (p/v) de acrilamida. Las muestras se trataron con un
volumen igual de tampon de muestra [Tris-HCI 0.06 M pH 6.8, glicerol 10%
(v/v), SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0.001 % (p/v)] y se corrieron siempre
reducidas. Para ello, se agreg6 DTT hasta una concentracion final en la
muestra de 0.05 M. Las muestras se hirvieron, previo a la electroforesis,
durante 5 minutos en un bafo de agua. Las electroforesis se realizaron en una
cuba Bio-Rad Mini Protean lll, a un amperaje constante de 40 mA, en buffer
Tris-glicina [Tris 0.3% (p/v), glicina 1.44% (p/v), SDS 0.1% (p/v)]. Los geles se
tineron con azul de Coomassie R-250 por inmersion en una solucién del
colorante [0.1% (p/v) en solucién fijadora: metanol 40% (v/v), acido acético 10%
(v/v)] y se destifieron con solucién de &acido acético 10% (v/v) durante toda la

noche.

3.2.6 Cuantificacién de proteinas

Se sigui6é el método de Bradford, el cual utiliza colorante Coomassie Blue G-
250 como reactivo. La técnica se basa en el cambio de longitud de onda del
maximo de absorcién del Coomasie Blue G-250 libre (465 nm) al unirse a
proteinas (595 nm). En las condiciones ensayadas, el limite de deteccién de
esta técnica es cercano a los 50 pg/pl.

Como estandar se utilizd6 una solucion de seroalbumina bovina (BSA) con la
que se realiz6 una curva de calibracion. Las medidas se realizaron por
duplicado, en microplacas de poliestireno de 96 pocillos. La solucién de
reaccion contenia 250 pL de reactivo de Bradford [0.1 mg/ml Coomassie Blue,
5% (v/v) etanol, 8.5 % (m/v) &cido fosforico] y 5 pL de solucién de proteina. La

reaccion se dejo transcurrir durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego
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se midi6 la absorbancia a 560 nm en un lector de microplacas Titertek
Multiskan MS (Labsystems).

3.3 Estudio de la capacidad inhibidora de proteasas de EgKu-5

recombinante

3.3.1 Ensayos de inhibicién de tripsina

Los ensayos de inhibicidn de tripsina bovina (Sigma) se llevaron a cabo a pH 8
y 37 °C; condiciones 6ptimas de reaccion de la tripsina. La enzima utilizada
habia sido previamente titulada con BPTI por el Lic. Martin Fl6. Tanto las
soluciones de la enzima, como del sustrato y EgKu-5 recombinante fueron
preparadas en Tris-HCI 50 mM pH 8.0 conteniendo 0.01% de Tritdn X-100.

Se examind la actividad inhibidora registrando la hidrdlisis del sustrato lle-Glu-
Gly-Arg-AMC (Sigma) por parte de la enzima en funcion del tiempo, a
diferentes concentraciones de EgKu-5. La hidrdlisis del sustrato por la tripsina
libera el fluoréforo AMC (aminometil cumarina) lo que permite correlacionar la
modificacion en el tiempo de la intensidad de fluorescencia con la actividad
proteolitica de la tripsina. El Ky de la enzima por este sustrato (85 uM) habia
sido determinado previamente en el laboratorio. Previo al agregado del
sustrato, se incubd la tripsina con EgKu-5 recombinante durante 15 minutos a
37 °C para permitir la formacion del complejo enzima-inhibidor, dado que los
inhibidores Kunitz son lentos. Durante los experimentos la concentracion de
sustrato (5 pM) se mantuvo siempre mayor que la de enzima (0.3 nM),
condicion saturante o de velocidad inicial de Michaelis-Menten. Los ensayos se
llevaron a cabo en microplacas negras para fluorimetria de 96 pocillos (Costar,
Corning Life Sciences). Todas las medidas fueron realizadas por duplicado en
un volumen final de 200 pL y los cambios de intensidad de fluorescencia,
medidos a una longitud de onda de excitacion de 390 nm y una de emision de
460 nm, fueron registrados en un fluorimetro de placas (FLUOstar* OPTIMA,
BMG Labtechnologies).
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3.3.2 Titulacion de inhibidor activo

La concentracion de EgKu-5 activo se analiz6 mediante un experimento de
titulacion con tripsina variando la concentraciéon de enzima y manteniendo las
de sustrato e inhibidor constantes. Se trabajé con concentraciones de tripsina
en el rango de 0.30 — 4.00 nM, mientras que la concentracién de sustrato fue
siempre 5 pM (condicion saturante). Todas las medidas se realizaron por
duplicado, en un volumen final de 200 uL. y se incubd la tripsina con 50 uL de
la solucién obtenida en 3.2.4 durante 15 minutos a 37 °C previo al agregado del

sustrato.

3.3.3 Tratamiento de datos

A partir de las medidas intensidad de fluorescencia obtenidas en la titulacion de
EgKu-5 activo se calculé la velocidad inicial de hidrélisis del sustrato por parte
de la tripsina. A fin de estimar el valor de K| 4, Se ajustaron los valores de
velocidad inicial en presencia de inhibidor (vi) obtenidos a la ecuacion de

Morrison para inhibidores de alta afinidad [24]:

31E]

{([E1 - 11 - K, app) + ({11 + K, app - [E])” - 4 K, app [E]|

donde [E], [S] e [I] son las concentraciones de enzima, sustrato e inhibidor,
respectivamente. V, es la velocidad inicial en ausencia del inhibidor mientras
que el parametro K| app €S la constate aparente de inhibicion global que, una
vez corregida por la concentracion del sustrato, da una estimacion de la
constante de inhibicién global, K;:

*
K¥= Klﬂpp
1+[8]

K

M
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Como se trabajé con mas de una concentracion de enzima, y por lo tanto con

mas de un valor de v,, se tuvo en cuenta la ecuacién de Michaelis-Menten:

v — VM [S]  kcalEI[S]
° KuHS] Ky [S]

donde Vyax €s la velocidad de hidrdlisis maxima que es capaz de alcanzar la
enzima, Ky es la constante de Michaelis-Menten, que corresponde a la
concentracion de sustrato a la que se alcanza la mitad de la velocidad maxima
(Km = Vmax ! 2), y [E], [S] e [I] son las concentraciones de enzima, sustrato e
inhibidor, respectivamente. kca: €s el nimero de recambio de la enzima, es
decir, el numero de moles de sustrato transformados por minuto por mol de
subunidad catalitica, siendo el inverso de éste el tiempo que requiere la
catdlisis (en este caso la hidrdlisis) de una molécula de sustrato por parte de
una molécula de enzima. De esta forma, v, es directamente proporcional a [E].

Sustituyendo v, en la ecuacién de Morrison, ésta queda definida como:

v, = 4[—1k at [S * . 2, .
T e\ (B - [0 - K;'app) + /([0 + K;"app - [E]” - 4 K, app [E]]

mostrando que v; es dependiente Unicamente de [E] a [S] y [I] constantes.

Para el tratamiento de los datos se utilizaron los programas Excel 2003
(Microsoft) y Origin 6.0 (Origin Lab).
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4. Resultados

4.1 Clonado de la secuencia codificante para EgKu-5 en un vector de

expresion
4.1.1 Amplificacidon de la secuencia codificante para EQKu-5

A fin de expresar EgKu-5 en el sistema pET se procedi6 a clonar
direccionalmente entre los sitios BamHI y Hindlll del plasmido pET 28 a(+) la

secuencia codificante para la proteina madura (ver seccion 3.1.1).

Para la amplificacion por PCR se utiliz6 como molde ADNc de protoscdlex sin
tratar y de protoscélex tratados con pepsina en medio acido, estadios en los
cuales se ha constatado la presencia del transcripto de EgKu-5 (ver Figura 16).
Con motivo de investigar la expresion de EgKu-5 en estadios diferentes, se
utilizaron también como moldes ADNc de individuos adultos inmaduros y de la
capa germinativa de la larva de E. granulosus. Se realiz6 ademas la
amplificacion utilizando ADN gendémico de E. granulosus; en principio, este
molde también era adecuado ya que buscdbamos expresar EgKu-5 madura v,
habitualmente, los genes de las proteinas con un Unico dominio Kunitz estan
constituidos por dos exones, uno de los cuales codifica para el péptido sefal y

el otro para el dominio Kunitz.

Los productos de dicha amplificacion, analizados por electroforesis en un gel
de agarosa al 1%, se muestran en la Figura 23. En esta se observa una Unica
banda para los moldes: ADN gendmico, ADNc de protoescolex sin tratar y de
protoescélex tratados con pepsina en medio acido. El tamafio de la banda
corresponde, en todos los casos, al esperado para la secuencia codificante
para EgKu-5 madura, cercano a los 200 pares de bases (Figura 16). En los
carriles 2 y 4 se aprecian productos de menos de 100 pares de bases que

podrian corresponder a multimeros de los primers utilizados.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados por PCR
utilizando primers especificos para la secuencia codificante para EgKu-5 madura.

Los carriles numerados corresponden a los moldes utilizados: 1) ADNc de individuos adultos
inmaduros, 2) ADNc de capa germinativa, 3) ADN gendémico, 4) ADNc de protoscélex sin tratar
y 5) ADNc de protoscélex tratados con pepsina en medio acido. La banda que posee el tamafio
esperado para el producto se encuentra sefialada con una flecha. El carril PM corresponde al

marcador de peso molecular O'Gene Ruler 100 bp. DNA Ladder (Fermentas).

La reaccion que mostré mayor rendimiento fue la realizada con ADN gendmico.
Comparando la intensidad de la banda obtenida con la de 400 pares de bases
del marcador de peso molecular (30 ng de ADN) se estimd que contenia unos
30 ng de producto. Se extrajo esta banda del gel de agarosa y el producto se

ligb al vector de clonado pGem-T Easy.

4.1.2 Clonado de EgKu-5 en el vector pGem-T Easy

Se transformaron E.coli de la cepa XL-1 con el producto de la ligacion de la
secuencia codificante para EgKu-5 a pGem-T Easy. Se realiz6 un screnning
rapido de las colonias transformadas con la finalidad de confirmar qué colonias
blancas eran efectivamente recombinantes (Figura 24). La banda
correspondiente al plasmido se puede identificar al comparar las muestras de
los carriles 1-13, las cuales poseen el plasmido, con el carril 14 que no lo
posee. Esta banda presentd una movilidad electroforética menor (es decir
corresponde a un pldsmido de mayor tamafio) en las muestras sembradas en
los carriles 4 al 13 que en las de los carriles 1 al 3, indicando que las primeras

eran recombinantes.
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del screening de colonias transformadas con
el plasmido pGem-EgKu-5. El andlisis del gel muestra que se sembr6 en los carriles 1 al 3
colonias transformadas con el plasmido no recombinado y en 4 al 13 colonias recombinantes;
14 colonia de E.coli XL-1 no transformada. La banda correspondiente al plasmido se indica con

una flecha.

4.1.3 Clonado de EgKu-5 en el vector de expresién pET 28 a(+)

El fragmento de la secuencia codificante para EgKu-5 madura se recupero del
plasmido recombinante mediante digestion con las enzimas de restriccion
BamHI y Hindlll. El producto de la digestion se corrié en una electroforesis en
un gel de agarosa al 1% (datos no mostrados). La banda correspondiente al
inserto se extrajo del gel y se ligd al vector de expresion pET 28 a(+),
previamente digerido con BamHI y Hindlll y desfosforilado. Con el producto de
esta ligacién, se transformaron E.coli competentes de la cepa XL-1. Se realizd
un screening rapido de las colonias transformadas. El resultado de este analisis
se muestra en la Figura 25. En los carriles 5, 6 y 7 se observa que la banda
correspondiente al plasmido migré una distancia similar al pET sin inserto (carril
4), en tanto en los carriles 1, 2 y 3 migré una distancia menor. De aqui se
deduce que estas Ultimas colonias poseen plasmidos recombinantes.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del screening rapido de colonias E.coli XL-
1 transformadas con pET-EgKu-5. La flecha sefiala la banda correspondiente al plasmido pET.
El analisis indica que las muestras sembradas en los carriles 1 al 3 corresponden a colonias
recombinantes mientras que las de los carriles 5 al 7 a colonias que no lo son. En el carril 4 se

sembro una alicuota de plasmido no recombinante.

Con la finalidad de confirmar la presencia de inserto en estos pladsmidos, se
realiz6 una amplificacion por PCR de minipreparados obtenidos a partir de
colonias recombinantes, utilizando los cebadores KU5 forward y KU5 reverse
(Figura 17). Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%; en la Figura 26 se muestra el producto de una de
estas reacciones. Se observd, en ambos casos, una banda de un tamafo
aproximado a los 200 pares de bases, similar al de la secuencia codificante

para EgKu-5 indicando que estos plasmidos eran recombinantes.
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la PCR de pET obtenido de una colonia
presuntamente recombinante utilizando los primers KU5 forward y KU5 reverse. Carriles: Pm)
Marcador de peso molecular GeneRuler 50 bp Ladder (Fermentas), 1) Producto de PCR del
preparado de pET obtenido de la colonia. La banda perteneciente al inserto clonado se sefiala

con una flecha.

4.1.4 Secuenciacion del plasmido pET- EgKu-5

Se verificd por secuenciacibn que se habia clonado correctamente la
secuencia codificante para EgKu-5 madura en pET. En la Figura 27 se muestra
la secuencia amonoacidica deducida que coincide con la esperada para EgKu-
5 recombinante. Esta posee 97 aminoacidos y los siguientes parametros
fisicoquimicos tedricos: un peso molecular de 11220 Daltons; un punto
isoeléctrico de 9.86; una carga de 9 y un coeficiente de absortividad a 280 nm,

asumiendo que todas las cisteinas forman puentes disulfuro, de 0.937.
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ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCA
TGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCEGEATCCAAAATTAGTTACATCAACCGATGCAACCTACCGATTAG
TTCTGGTCGATGTCGAGGCTACTTTCTGCGATATGGCTATGATTCCGAAACGGATGAATGCCGTCGGTTC
GTTTATGGTGGATGTCGCGGCAACAGAAATAACTTCTTCACCTACAAGGAATGCATGAAAAGATGTTATC
TGAGGTTTAAATAAGTAAGCTT

1 2 3
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MASMTGGQQM GRGSKISYIN RCNLPISSGR CRGYFLRYG YDSETDECRRF

VYGGCRGNRN NFFTYKECMK RCYLRFK
4 5 6

Figura 27. Arriba: Secuencia nucleotidica de EgKu-5 recombinante en pET28a (+). Se muestra
subrayado el codén de la metionina de iniciacién del vector y se resalta: en verde; la porcion
correspondiente al vector; en gris claro, la secuencia codificante para EgKu-5 madura y en gris
oscuro, las secuencias de corte de las enzimas de restriccion BamHIl y Hindlll. Abajo:
Secuencia aminoacidica de EgKu-5 recombinante deducida a partir de la secuencia
nucleotidica. Resaltada en gris, se muestra la secuencia de EgKu-5 madura y, en verde, la
secuencia del plasmido que se expresa fusionada al extremo N-terminal de EgKu-5. Se
muestra también: en negrita, las seis histidinas en tdndem; en rojo y numeradas, las cisteinas
que forman enlaces disulfuros (en un dominio Kunitz plegado correctamente los enlaces que se
forman son 1-6, 2-4 y 3-5). En azul, el residuo de arginina que corresponderia a la posicién P1

en un inhibidor de proteasas.

4.2 Produccion y analisis de EgKu-5 recombinante

4.2.1 Expresion de EgKu-5

Se transformaron E.coli de la cepa BL21 con el pldsmido recombinante pET-
EgKu-5 (Ver seccion 3.1.5) y se indujo la expresion de EgKu-5 cultivando las
colonias transformadas en presencia de IPTG (Ver seccion 3.2.1).

Se analiz6 por SDS-PAGE el perfil de proteinas de las células transformadas,
antes y después de la induccion de la expresion de EgKu-5 (Figura 28). Al
comparar el carril 1 de la Figura 28 con los carriles 2 y 3 se observa la
aparicion de una banda intensa, de un tamafio mayor al del BPTI
(aproximadamente 6.5 kDa) luego de la induccion con IPTG, la cual

corresponde a EgKu-5.
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Figura 28 Andlisis por SDS-PAGE al 12% de extractos de cultivos de E.coli de la cepa BL21
transformadas con el plasmido pET-EgKu-5. Las células de un mililitro de cultivo se lisaron en
500 pL de buffer de muestra. Luego se hirvieron durante 5 minutos y 15 pL de la solucion
resultante se sembraron en cada carril. La banda correspondiente a EgKu-5 se sefiala con una
flecha. Carriles: 1) cultivo antes de inducir con IPTG, 2) y 3) dos diferentes cultivos luego de la

induccién con IPTG y 4) BPTI, que se uso para estimar el tamafio de la proteina recombinante.

4.2.2 Purificacion de EgKu-5

En primera instancia, se intentd aislar EgKu-5 en condiciones no
desnaturalizantes con una matriz de Ni-NTA. En estas condiciones, la proteina
recombinante se recuperd con los elementos celulares insolubles, lo que no

permitid su purificacién (datos no mostrados).

Por esto, se recurri6 a un método de purificacion en condiciones
desnaturalizantes (ver seccion 3.2.3). Las estrategias de purificacion de
proteinas insolubles que se acumulan como cuerpos inclusién se basan en el
agregado de un agente caotrépico (ver recuadro Dinamica de la formacion,
solubilizacion y purificacion de proteinas recombinantes de cuerpos de
inclusién), como la urea 8 M o el cloruro de guanidinio 6 M, para solubilizar los
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agregados insolubles. Luego, en el caso del sistema pET, la proteina
recombinante puede ser purificada por cromatografia de afinidad en una
columna de Niquel / agarosa, al igual que en condiciones nativas, puesto que la
interaccion del repetido de histidinas con la matriz se mantiene en presencia de
agentes caotrépicos. Por mas informacion, referirse al apartado Purificacion de
proteinas recombinantes con cola de poli-histidina en la seccion Materiales y

Métodos.

Dinamica de la formacion, solubilizacién y purificacion de proteinas
recombinantes de cuerpos de inclusion

En ciertas circunstancias, la expresion de proteinas recombinantes lleva a la
acumulacion de agregados insolubles conocidos como cuerpos de inclusion. Es mas,
estudios de expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli demostraron que
la formacion de cuerpos de inclusion es mas la regla que la excepcion.

La formacion de cuerpos de inclusion no se relaciona con caracteristicas de la proteina a
expresar como su tamafo, hidrofobicidad relativa o la presencia de proteinas
fusionadas. Se piensa que la sobreproducciéon por si misma es suficiente para la
formacion de agregados inactivos. Basandose en estas observaciones, se propuso un
modelo cinético para la formacion de cuerpos de inclusion. Este modelo plantea que la
tasa de formacion de proteina en estado nativo depende de su velocidad de plegamiento,
de la velocidad de formacion de cuerpos de inclusion y de la velocidad de sintesis
proteica. Este modelo implica que la formacion de cuerpos de inclusion disminuye al
disminuir la velocidad de expresion proteica, lo que se reafirma con datos empiricos
obtenidos en condiciones no Optimas (menor temperatura o pH del medio diferente del
optimo). En el caso de las proteinas con tioles, como EgKu-5, la formacion de cuerpos
de inclusion se ve favorecida al aumentar el nimero de enlaces disulfuro capaces de
producir una conformacién no nativa con respecto a los que llevan a la conformacion
nativa. Ademas pueden formarse puentes disulfuro intercatenarios que reducen la
solubilidad de los agregados (Figura 29).

La solubilizacion de cuerpos de inclusion requiere la utilizacion de agentes caotropicos
fuertes como el cloruro de guanidinio o la urea. En caso que la proteina sea capaz de
generar enlaces entre tioles es necesario utilizar ademas agentes reductores, como el
ditiotreitol, el glutation o el B- mercaptoetanol, a fin de romper esos enlaces para
solubilizar los cuerpos de inclusion.

La renaturalizacion de la proteina, una vez solubilizada de los cuerpos de inclusion, es
un aspecto tan delicado como importante para recuperar la actividad. El plegamiento a
una velocidad baja conduce, en algunos casos, a que la proteina adopte su conformacion
nativa mientras que cambios bruscos en las concentraciones de los agentes
desnaturalizantes pueden llevar a su reprecipitacion. Usualmente se emplea la didlisis
contra soluciones de renaturalizacion para disminuir la concentracion de los agentes
desnaturalizantes. De esta manera, la proteina se expone a concentraciones intermedias
de agente denaturalizante durante periodos extensos.
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Cadena Polipeptidica Intermediario Conformacion
MNativa
——————
—

Cuerpos de inclusian

Figura 29. Representacion esquematica de la dinamica de formacion de cuerpos de inclusién [modificado
de 25].

En la renaturalizacion de proteinas que posean puentes disulfuros, estos deben
regenerarse correctamente. Esto cominmente se hace mediante el agregado de tioles de
bajo peso molecular, en forma de pares oxidado/reducido, en la solucion de
renaturalizacion. Al ser la formacion de enlaces tiol-disulfuro altamente reversible, la
presencia de tioles y disulfuros en la dialisis propicia el intercambio de puentes
disulfuro hasta alcanzar el estado termodinamicamente mas favorable de la proteina que
es su conformacion nativa. Ejemplos de estos pares son: cisteina o / cisteina req,
cistamina o / cistamina q y di-f3- hidroxietil disulfuro / f—mercaptoetanol. El buffer de
dialisis de renaturalizacion que se utilizd en este trabajo (ver seccion 3.2.4), contenia
glutation .« / glutation 4 en relacion 1 a 5, otro par muy utilizado.

El contenido de este apartado esta tomado de la revision de Rainer y Hauke [25].

Luego de la purificacion en condiciones desnaturalizantes, se analizaron por
SDS-PAGE muestras correspondientes a las distintas etapas del proceso. El

gel obtenido se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Analisis por SDS-PAGE al 12% de la purificacion en condiciones desnaturalizantes
de EgKu-5 recombinante por cromatografia de afinidad en columna de Ni-NTA. Carriles: 1-
Extracto obtenido por tratamiento de las células con solucién de lisis; 2- Fraccidon no retenida
en la matriz; 3 y 4- Primer y ultimo lavados, respectivamente; 5, 6, 7 y 8- Fracciones eluidas a
pH 5.9; 9, 10, 11 y 12- Fracciones eluidas a pH 4.5; 13- Extracto total obtenido por tratamiento

con tampon de muestra de las células de una alicuota del cultivo post-induccion.

Pese a la distorsion de la corrida (especialmente en los carriles 1 y 13), en el
gel de la Figura 30 se observa una banda que corresponderia a la proteina
recombinante EgKu-5, en los carriles 5 al 7 que contienen alicuotas de las
fracciones eluidas a pH 5.9. Se procedid a reunir estas fracciones (4.5 ml con
una concentracion de proteina estimada en 80 ug/ml, es decir, un total de 360
Hg) y se intento eliminar la urea y llevar la solucion resultante al tampon de los
ensayos de actividad inhibidora (ver 3.3.1) utilizando una columna de exclusion
molecular. Lamentablemente, la solucion que eluy6 de la columna poseia una
concentracion proteica menor a la apreciacion de la técnica de Bradford (ver
seccion 3.2.6) y una actividad inhibidora de proteasas apenas apreciable (datos
no mostrados). Este resultado se adjudic6 a la precipitaciéon de la proteina
recombinante dentro de la columna cromatogréfica al eliminarse la urea

bruscamente [25].
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Debido a este resultado, se repitid la produccién de EgKu-5 recombinante y se
intentd purificarla con un procedimiento diferente basado en el protocolo de
Schmidt et al [22]. De esta manera, la concentracion de urea en la solucién que
contenia a la proteina recombinante se disminuyé paulatinamente por medio de
didlisis, y la renaturalizacion se realizo en presencia del par glutation oxidado-
reducido para favorecer la formacion de los enlaces disulfuros nativos (ver
apartado Dinamica de la formacion, solubilizacién y purificacién de proteinas

recombinantes de cuerpos de inclusion).

Los sucesivos pasos de dialisis se realizaron sin que se constatara la formacion
de precipitados, salvo en el dltimo cambio de buffer en que se observd un
precipitado de color blanco dentro de la bolsa de didlisis. Luego de filtrada, se
obtuvo 5 ml de solucidon con una concentracion proteica de 25 pg/ml lo que
representa, suponiendo que la totalidad de la proteina corresponde al inhibidor,
una concentracion 2.3 UM de EgKu-5. Una alicuota de dicha solucion se

analizé por SDS-PAGE observandose una Unica banda (datos no mostrados).

4.3 Estudio cinético de la inhibicién de tripsina bovina con EgKu-5

Previo a los ensayos de inhibicion, se analizé la actividad de la tripsina en
funcion de su concentraciéon (Figura 31). La molaridad de la enzima
corresponde a la concentracion de sitios activos, determinada por titulacién con
BPTI.

Luego, se procedié a analizar la capacidad inhibidora de EgKu-5 recombinante
en una concentracion aproximadamente equimolar a la de tripsina (se utilizé
0.3 nM de tripsina en los experimentos). No se observo inhibicion hasta que la
concentracion de inhibidor superaba en dos érdenes a la de enzima (datos no
mostrados). Este resultado podia explicarse de dos maneras: 1- EgKu-5 no
seria un inhibidor de alta afinidad de tripsina y 2- la concentraciéon de EgKu-5
capaz de inhibir tripsina en el ensayo seria muy inferior a la concentracion de
proteina total. La presencia de inhibidor inactivo en la solucién de EgKu- 5 no
podia ser descartada, dadas las dificultades encontradas para mantener la

proteina en solucion durante su purificacion.
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Figura 31. Velocidad inicial de hidrdlisis del sustrato en funcién de la concentracion de tripsina
bovina. Se muestra el promedio de los datos obtenidos por duplicado.

Debido a lo anterior, se procedié a determinar la concentracion de inhibidor
activo en la solucion de EgKu-5 obtenida, utilizando la enzima previamente
titulada con BPTI. En el gréfico de velocidad en funcion de la concentracion de
tripsina a una concentracion fija de EgKu-5 (Figura 32) se distinguen dos
zonas: una, a bajas concentraciones de enzima donde la velocidad de hidrdlisis
es despreciable y otra, a concentraciones mayores de enzima, donde se
aprecia una relacion lineal entre la velocidad de hidrélisis y la concentracion de
tripsina. La forma de esta curva es tipica de inhibidores de alta afinidad (ver
seccion 1.3.3), confirmando que EgKu-5 es un inhibidor de alta afinidad de
tripsina. La concentracion de enzima a la que comienza a observarse actividad
es cercana a 1.4 nM por lo que ésta se considera igual a la concentracion de
inhibidor EgKu-5 activo en el pocillo de la microplaca utilizada en el
experimento. Como se trabajoé con una dilucion 1:4, la concentracion de EgKu-5

activo en la solucion purificada es de 5.6 nM.

Para una mejor visualizacion del resultado, las curvas de la actividad de tripsina
en ausencia (Figura 31) y presencia (Figura 32) de EgKu-5 se muestran en la
Figura 33. Puesto que los inhibidores reversibles no alteran el parametro Vyax,
era de esperarse que la pendiente de la ultima curva luego del punto final fuera

igual a la observada en ausencia de inhibidor. Sin embargo, se aprecia una
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diferencia entre las dos pendientes; esta diferencia pudo deberse a la
presencia de una alta concentracion de inhibidor inactivo muy superior a la de
la enzima en el ensayo de titulacion. M&s adn, segun se indico en 4.2.2, la
concentracion de inhibidor inactivo es del orden puM, es decir del mismo orden
que la del sustrato fluorogénico usado en el ensayo (ver 3.3.2). EgKu-5 inactivo
también oficiaria como sustrato, aunque su hidrdlisis no se registra, por lo que

la actividad de la tripsina seria mayor que la observada en el experimento.

0.012 J

0.01

y = 0.0036x - 0.0046

0.008 -

0.006

0.004 -
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0.002 A
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Figura 32. Velocidad inicial de hidrélisis del sustrato en funcién de la concentracion de tripsina
bovina en presencia de una concentracion constante, no conocida, de EgKu-5. Se muestra el
promedio de los datos obtenidos por duplicado.
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Figura 33. Comparacion de las velocidades iniciales de hidrélisis del sustrato en funcién de la
concentracién de tripsina bovina en ausencia (Figura 31) y presencia (Figura 32) de EgKu-5.
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Figura 34. Velocidad inicial de hidrdlisis del sustrato en funcién de la concentraciéon de enzima

en presencia de inhibidor. La ecuacién de Morrison se ajusta a los datos experimentales (R? de
0.99), con los siguientes parametros: [I] = 1.47 nM y K i app.= 0.055 nM. El ajuste se hizo

utilizando todos los datos obtenidos, salvo uno de los duplicados para [E]= 1.5 nM.

A fin de estimar la constante de inhibicién global, los valores de velocidad
inicial obtenidos se ajustaron a la ecuacién de Morrison para inhibidores de alta
afinidad (ver 3.3.3). En la Figura 34, se muestra que los datos experimentales
se ajustan bien a esta ecuacién (con un coeficiente R? de 0.99), para una
concentracion de inhibidor de 1.47 nM. La constante de inhibicion aparente,
K*|app, correspondiente a este ajuste es de 0.055 nM, por lo que la constante de

inhibicion global de tripsina por EgKu-5, corregida por la concentracion de
sustrato (ver 3.3.3), esde 52 pM.
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5. Discusioén

5.1 Clonado, produccion y purificacion de EgKu-5

En este trabajo, se logré cumplir el objetivo de clonar la secuencia codificante
para EgKu-5 y expresar la proteina recombinante. Para esto, se utilizd el
producto de una amplificacion con primers especificos para dicha secuencia a
partir de ADN gendmico. La secuenciacién del plasmido pET-EgKu-5 obtenido
a partir del producto amplificado mostr6 que el mismo correspondia a la
secuencia previamente determinada con ADNc de protoescélex (Figura 16),

indicando que EgKu-5 madura est& codificada por un unico exén.

Durante la purificacion de la proteina se constatd que ésta se recuperaba en
cuerpos de inclusion. Una posible explicacion para este comportamiento es la
alta expresion de la recombinante, caracteristica de los sistemas pET, que no
favorece el correcto plegamiento, probablemente dificultando la formacion de
los enlaces disulfuros correctos del dominio Kunitz. Debido a esto, fue
necesario proceder al aislamiento y disolucion de los agregados, a la
purificacion de EgKu-5 recombinante y finalmente a su renaturalizacion. La
remocion de urea resulté una dificultad importante ya que se constato, tanto al
realizar la cromatografia de gel filtracion como la didlisis, que la proteina
recombinante precipitaba en su ausencia. Finalmente, se obtuvo una solucion
de EgKu-5 practicamente pura, a juzgar por su perfil en SDS-PAGE (no
mostrado); a partir de un volumen de cultivo de 200 ml, se recuperaron
aproximadamente 5 ml con una concentracion de 25 pg/ml (125 ug de proteina
totales) 0 2.3 uM.

El factor determinante para la correcta renaturalizacion de EgKu-5, como lo es
también en el BPTI, es la formacion de los enlaces disulfuro nativos. En el
BPTI, la creacion de uno o dos de estos cataliza el plegamiento hacia la
conformacion nativa e impide la formacién de enlaces incorrectos [25]. La
formacion de los enlaces disulfuro correctos depende de factores estructurales
de la proteina, como la proximidad y reactividad de los grupos tiol de las

cisteinas. En una proteina pequefia, como EgKu-5 o el BPTI, el factor crucial

57



Discusion

seria la accesibilidad de los grupos tiol. Debido a que la formacién del enlace
ocurre cuando los grupos tiol se encuentran, su bloqueo evita el contacto
impidiendo la reaccién [26]. Es interesante que, en el caso de EgKu-5, cuatro
de las cisteinas que forman disulfuros (Figura 14) se encuentran flanqueadas
por arginina, ademas del aminoacido P;, cuya cadena lateral es voluminosa y
cargada positivamente (las cisteinas que formarian los enlaces 1-6 y 2-4,
Figura 28). La presencia de residuos cuyas cadenas laterales poseen cargas
iguales dificultaria la formacion de enlaces disulfuro intracatenarios resultando
en una baja velocidad de plegamiento de la proteina. Este hecho, sumado a la
alta concentracion de proteina recombinante, puede haber favorecido la
creacion de enlaces disulfuro intercatenarios entre intermediarios
incompletamente plegados y, posteriormente, la acumulacion de cuerpos de
inclusién. El mismo proceso probablemente haya ocurrido durante la remocién

de la urea dénde también se observo la precipitacion de EgKu-5.

En principio, para disminuir la formacién de cuerpos de inclusién durante la
produccion de EgKu-5 es necesario disminuir la sobreexpresion de proteina
recombinante. Tedricamente, esto se consigue al realizar una induccién a
menor temperatura 0 en presencia de una menor concentracion de agente
inductor IPTG. Como parte de este trabajo, se intentd mejorar el rendimiento de
recombinante soluble modificando la temperatura, realizando la induccion a
30°C durante 12 horas, pero se siguié recuperando EgKu-5 en forma insoluble
(datos no mostrados). Por otro lado, podria descartarse que el agregado de la
porcién N-terminal contribuida por el vector influya en el plegamiento de la
proteina recombinante, puesto que nuestro grupo ha obtenido formas
recombinantes de EgKu-1, EgKu-3, EgKu-4 y EgKu-8 solubles utilizando el

sistema pET 28a (+) con el mismo tipo de construccion.
5.2 EgKu-5 recombinante como inhibidor de tripsina

Los ensayos utilizando concentraciones equimolares de tripsina y proteina
recombinante mostraron una inhibicién despreciable de la actividad enzimatica.
Conforme esto y considerando que la secuencia de EgKU-5 indicaba que esta

proteina seria un inhibidor de alta afinidad de proteasas de serina tipo tripsina
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(ver 1.5), se procedié a titular el inhibidor activo, es decir, a estimar la
concentracion de proteina purificada correctamente plegada, resultando ésta
de tan solo 5.6 nM aproximadamente, es decir, que menos del 1% del total de
la proteina recombinante purificada (cuya concentracion fue de 2.3 uM) alcanzé

su conformacion activa durante la renaturalizacion.

EgKu-5 se comporté como un inhibidor de alta afinidad de tripsina (Figura 35).
La actividad en funcién de la concentracién de tripsina (Figura 32) no se
mantuvo en presencia de EgKu-5 (Figura 33), siendo la pendiente casi el doble
en ausencia que en presencia de inhibidor (6.8 x 10%y 3.6 x 10° s¥,
respectivamente). Este efecto pudo haber sido causado por EgKu-5 inactivo
que no es capaz de inhibir a la tripsina, pero si de ser su sustrato; en este
sentido, es interesante que EgKu-5 recombinante posea numerosos enlaces
peptidicos cuyo C- terminal esta constituido por una arginina o lisina (Figura
27), y que, por tanto, podrian ser clivados por tripsina. Estas reacciones de
hidrdlisis no se registran en el ensayo de actividad, por lo que la velocidad de la
tripsina pudo haber sido subestimada, lo que explicaria que se haya obtenido

una pendiente menor.

El valor de la constante global de inhibicion, K*, estimado utilizando la ecuacion
de Morrison, fue de 5.2 x 10™® M, el cual se encuentra en el orden de los
inhibidores de alta afinidad (<10® M), confirmando que EgKu-5 es inhibidor de
alta afinidad de tripsina. El ajuste de los datos del ensayo de titulacion a la
ecuacion de Morrison permitié confirmar la concentracion de inhibidor activo

obtenida en la purificacion.

5.3 El posible rol fisiol6gico de EgKu-5

El hecho de que EgKu-5 se comporte como un inhibidor de tripsina de alta
afinidad indica que esta proteina podria ser secretada por E. granulosus para
inhibir enzimas como las tripsinas pancreaticas presentes en el duodeno del
perro (el perro posee dos isoformas de tripsina, catidnica y anionica). En
principio, la concentracion de EgKu-5 que podria ser secretada durante la

instalacion del protoescolex seria despreciable comparada con la de tripsina en
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el duodeno del perro. Sin embargo, podria generarse un microambiente
cercano al protoescolex evaginado donde la relacion entre el inhibidor y la
tripsina fuera uno a uno. Esto podria ser significativo ya que la porcion apical
del protoescélex pierde la proteccion de la cubierta de mucopolisacéaridos luego

de la evaginacion (ver 1.1.2).

En este trabajo hemos encontrado evidencia de que EgKu-5 posiblemente se
exprese en el estadio de protoescolex y no el adulto. Se corroboré la presencia
del transcripto codificante de EgKu-5 en protoescoélex independientemente del
estimulo de la pepsina en medio acido. Sin embargo, los datos obtenidos no
nos permiten descartar la existencia de dicho transcripto en los estadios

larvario o adulto.

Como se comentd en la introduccion, ubicada en el escélex de E.granulosus se
encuentra la glandula rostelar cuya secrecion, aunque no ha sido
caracterizada, es rica en cistina. La posibilidad de que EgKu-5, asi como las
otras proteinas Kunitz, EgKu-1 a EgKu-8 sean secretadas por la glandula

rostelar es interesante, ya que estas son ricas en residuos de cisteina.
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6. Conclusiones y Perspectivas

En este trabajo se logré clonar, producir y purificar la proteina recombinante
tipo Kunitz de E. granulosus EgKu-5. Sin embargo, se obtuvieron bajos
rendimientos de proteina; en el futuro sera necesario optimizar el procedimiento
para preparar la recombinante activa. Se verific6 que esta proteina es un
inhibidor de alta afinidad de tripsina, por lo que su funcion fisioldégica podria ser
la inhibicion de enzimas tipo tripsina presentes en el duodeno del hospedero

definitivo.

Los hechos documentados y analizados en este trabajo constituyen un avance
en nuestra comprension de las relaciones entre el parasito y su hospedero
definitivo. Es posible que esta informacion, contribuya a controlar la infeccion

de E. granulosus en el perro y, como consecuencia, también en el humano.
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