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RESUMEN

En la presente investigacion se caracterizd, desde un enfoque termodinamico, la asociacién entre la variante
estabilizada (L47C/G69C) de la cistatina C humana con la actinidina mediante calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC), técnica de referencia para el estudio cuantitativo de interacciones biomoleculares. La ITC
permite determinar con alta precision la constante de unién (Ku), la energia libre de unién (4Gy), la entalpia
de unién (4Hu) y la entropia de union (4Su), proporcionando informacién clave sobre el mecanismo de
asociacién molecular y la estabilidad del complejo formado. Para ello, se llevé a cabo el aislamiento y la
purificacion de la proteasa actinidina a partir del fruto del kiwi, blogueando su cisteina catalitica con
metilmetanotiosulfonato para prevenir su autohidrolisis. La cistatina C estabilizada (CCE) fue obtenida por
expresion recombinante en Escherichia coli, seguida de purificacion por cromatografia de intercambio
cationico. La verificacion estructural de las proteinas se realiz6 mediante dicroismo circular y espectrometria
de masas. Se realizaron ensayos para constatar la actividad inhibitoria de la CCE sobre la actividad peptidasa
de la papaina, utilizando el sustrato N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BApNA), tanto en ausencia como en
presencia del inhibidor, obteniéndose para el ultimo caso una inhibicion aproximada del 90%. Para obtener
los parametros termodindmicos de la union proteasa-inhibidor ambas proteinas se equilibraron en regulador
de fosfatos 10 mM, pH 7.0 y 35.0 °C, ajustando la fuerza iénica a 0.10 M con NaCl. Los resultados indicaron
que la cistatina C estabilizada se une a la actinidina, aun con su sitio catalitico bloqueado, mostrando una
afinidad moderada con una Ky promedio de 1.2 x 10° M™?, AHy de -23.6 kJ mol™ y TASy de 9.4 kJ mol™,
valores que se encuentran dentro del intervalo reportado para este tipo de complejos.

Adicionalmente, se modeld la estructura del complejo CCE—actinidina mediante un acoplamiento molecular
rigido y se analizaron las interacciones en la interfaz molecular mediante simulaciones de dinAmica molecular
de 200 ns a 308.15 K, utilizando el software GROMACS 2023.1y el campo de fuerzas AMBER. El complejo
mostré una interfaz mayormente apolar compuesta por numerosos residuos hidrofébicos, lo que concuerda
con la contribucién entrdpica favorable. La interaccion estuvo principalmente mediada por puentes de
hidrégeno, puentes salinos e interacciones de van der Waals, reflejadas en un componente entélpico negativo
gue junto con la contribucidn entrépica positiva provocan un cambio favorable en la energia libre de unién.
Tanto los resultados calorimétricos como los computacionales se compararon con los datos reportados por
Tovar Anaya et al., 2019, para el complejo CCE—quimopapaina, mostrando este una afinidad mayor que el
CCE—actinidina, con una constante de unién 10.3 veces mas alta y una entalpia de unién 1.75 veces mas
negativa, lo que se ve reflejado en un mayor nimero de interacciones, una mayor area polar en su interfaz y

una mayor estabilidad.



1. INTRODUCCION
1.1 Proteinas
Las proteinas son macromoléculas fundamentales en todos los seres vivos, estas poseen una notable
variedad de funciones e intervienen en la mayoria de los procesos que ocurren en el interior de las
células. Su valor bioldgico se refleja en su alta presencia, constituyendo al menos el 50% del peso
seco de las células®. Ademas de formar parte de la estructura de los organismos (por ejemplo, se
encuentran en los masculos y en el tejido conectivo de los animales, asi como en la pared celular de
las bacterias), también cumplen roles variados, tales como la regulacion de vias metabdlicas, el
transporte de sustancias, la defensa contra patdgenos, la catalisis, la replicacion del ADN, entre otras.
La amplia gama de funciones que pueden desempefar estd estrechamente ligada a las multiples
combinaciones posibles de sus unidades monomeéricas, los 20 aminoacidos unidos por enlaces
covalentest.
La designacion de aminoacido se basa en su estructura quimica tipica, caracterizada por la presencia
de un grupo amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) enlazados a un carbono alfa (-C,), el cual
tiene sus dos valencias adicionales ocupadas por un atomo de hidrégeno (-H) y un grupo variable
denominado cadena lateral (-R)!. De esta manera, las proteinas estan formadas por cadenas de
aminoacidos conectadas mediante enlaces peptidicos. Estas cadenas se pliegan, adoptando
configuraciones tridimensionales que les permiten desempefiar una amplia variedad de funciones
bioldgicas.
Todas las proteinas comparten una estructura quimica central comun; sin embargo, lo que distingue
a una proteina de otra es la secuencia especifica de aminoacidos que las compone, conocida como
estructura primaria. Esta secuencia es crucial, ya que determina la funcién que la proteina
desempefiarad. El plegamiento de la cadena polipeptidica, resultado de la formacion de puentes de
hidrogeno entre los &tomos del enlace peptidico, define la estructura secundaria de las proteinas, lo
cual conduce a conformaciones con menor energia libre y, en consecuencia, méas estables. Las
estructuras secundarias mas comunes incluyen hélices o, laminas B y giros. La disposicion lineal de
aminoacidos puede adquirir maltiples configuraciones espaciales mediante el plegamiento del
polimero lineal, dando lugar a la estructura terciaria. Este plegamiento ocurre en parte de manera
espontanea, debido a la atraccion entre aminoacidos con cargas opuestas, a la formacion de enlaces
disulfuro, a la repulsion de los aminoacidos hidrofobos al agua, a la formacion de puestes de

hidrogeno, ademas de ser ayudado por otras proteinas?.



Por lo general, las proteinas no estdn compuestas por una sola cadena de aminoacidos, sino que
consisten en multiples cadenas polipeptidicas (monémeros) que se agrupan para crear proteinas
multiméricas, lo cual se denomina estructura cuaternaria. Adicionalmente, aunque la cadena de
aminoacidos constituye el componente fundamental de una proteina, algunas pueden contener otros
atomos o pequefias moléculas esenciales para su actividad y estabilidad®. Dada la importancia
fundamental de las proteinas en los organismos vivos, el estudio de sus propiedades estructurales y
funcionales ha sido siempre una prioridad en el campo de la bioquimica.

1.2 Enzimas

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que destacan por su alta especificidad y su
capacidad para acelerar las reacciones quimicas al reducir la energia de activacion necesaria para que
una reaccion suceda. Representan el grupo mas diverso y especializado de proteinas, actuando como
catalizadores en reacciones especificas dentro de organismos vivos o en sistemas biologicos®®. A
menudo, las enzimas no funcionan de manera aislada; en su lugar, se agrupan en secuencias
conocidas como rutas metabdlicas, ademas, muchas enzimas poseen la capacidad de regular su
propia actividad catalitica, ajustando su funcion segun las necesidades metabolicas.

El sitio activo de una enzima presenta una configuracion tridimensional que se ajusta de manera
complementaria a la del sustrato, ademas presenta una distribucion igualmente complementaria de
potencial eléctrico en su superficie de union. En otras palabras, si una region del sustrato presenta un
potencial positivo, la zona correspondiente del sitio activo exhibird un potencial negativo, y
viceversa. Emil Fischer, un quimico aleman, propuso en 1894 una analogia para describir esta
especificidad, comparando la relacion entre la enzimay el sustrato con la de una llave y su cerradura®.
Sin embargo, investigaciones posteriores han sugerido que el sitio activo tiene cierta flexibilidad,
mas alla de la rigidez de una cerradura; la interaccion entre la enzima y el sustrato induce cambios
conformacionales en la enzima, adaptando el sitio activo para encajar mejor con el sustrato®. La
variedad de grupos funcionales presentes en estas cavidades del sitio activo facilita un conjunto de
interacciones, tanto covalentes como no covalentes, entre la enzima y el sustrato, lo que favorece la
conversion del sustrato en producto.

En ciertos casos, la funcion catalitica de las enzimas depende de la presencia de cofactores, los cuales
pueden ser iones o pequefias moléculas organicas conocidas como coenzimas, que son esenciales

para que la reaccién tenga lugar. Una actividad enzimatica mal regulada puede perturbar el



funcionamiento celular y, en humanos, esto puede llevar a problemas de salud. Por esta razon, los
organismos regulan la actividad de las enzimas de forma directa mediante activadores o inhibidores,
o0 de manera indirecta a través del control de la sintesis de la enzima

En 1964, la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por sus siglas en
inglés) formd un comité dedicado a la nomenclatura de las enzimas. Hoy en dia, las enzimas se
clasifican y se nombran seguln el tipo de reaccion que catalizan, siguiendo las directrices establecidas
por esta comision. Cada enzima recibe una designacién que consta de cuatro numeros, precedida por
las letras CE (Comision de Enzimas), asi como un nombre sistematico compuesto por dos partes.
Las enzimas se dividen en seis categorias principales: (1) Oxidorreductasas, catalizan la transferencia
de atomos de oxigeno, hidrégeno o electrones de un sustrato a otro; (2) Transferasas, catalizan la
transferencia de un grupo distinto del hidrégeno de un sustrato a otro; (3) Hidrolasas, catalizan
reacciones hidroliticas, incluyendo esterasas, lipasas y nitrilasas; (4) Liasas, catalizan la eliminacion
no hidrolitica de grupos funcionales de sustratos, produciendo un doble enlace en el producto o una
reaccion inversa; (5) Isomerasas, catalizan reacciones de isomerizacion, incluyendo racemizacion e
isomerizacion cis-trans; y (6) Ligasas, son responsables de catalizar la formacion de nuevos enlaces,
junto con la escision del ATP. La Tabla 1.1 muestra cada tipo de enzima segun la reaccion catalizada

y un ejemplo de estas >°

Tabla 1.1. Principales tipos de enzimas nombradas segun la reaccién que catalizan.

NADH+ H*Y
NAD *
T
. _
EC 1. Oxidorreductasa Piruvato lactato deshidrogenasa L-lactato
hexoquinasa
EC 2 Glucosa + ATP — = ADP 4 Glucosa 6 fosfato
Transferasa Adenosin trifosfato Adenosin difosfato
Malt Ha0 maltasa > Glucosa + Glucosa
altosa 4 P
EC 3.
Hidrolasa
fumarasa
Fumarato 4 Hp0 L-malato
EC 4.
Liasa




fosfogliceromutasa
~ .
3-fosfoglicerato == 2-fosfoglicerato
EC5.
Isomerasa
piruvato carboxilasa
Piruvato 4+ ATP P Oxaloacetato +ADP +P +H*

EC 6.
Ligasa

1.3 Proteasas

Las proteasas 0 enzimas proteoliticas constituyen un extenso grupo de enzimas que facilitan la
ruptura de enlaces peptidicos en proteinas y polipéptidos mediante la hidrolisis. Se diferencian en
propiedades como la especificidad del sustrato, el sitio activo y el mecanismo catalitico, la
temperaturay el pH éptimos y el perfil de estabilidad. Actualmente son las enzimas mas importantes
para la biotecnologia y sus mercados globales han ido creciendo drasticamente en las industrias de
piensos, alimentos, textiles, cosmetologia, médica y farmacéutica”®®. Son cruciales para una
variedad de procesos bioldgicos en organismos que van desde organismos inferiores (virus, bacterias
y parasitos) hasta organismos superiores (mamiferos), como la produccién de biomoléculas
esenciales para regular el tamafio, la composicion de proteinas, el recambio y la forma. La hidrdlisis
llevada a cabo por proteasas es fundamental para activar procesos bioldgicos clave, como la
replicacion del ADN. Ademéas de romper enlaces peptidicos, estas enzimas regulan funciones
celulares esenciales, como la proliferacion celular y la sefializacion para la apoptosis y la respuesta
inmune?®,

De acuerdo con la clasificacion de la Comision de Enzimas, las proteasas pertenecen a las hidrolasas
(grupo 3), que hidrolizan enlaces peptidicos (subgrupo 4). Las proteasas se pueden clasificar en
exopeptidasas y endopeptidasas, en las que las primeras escinden enlaces peptidicos N- o C-
terminales y las segundas rompen enlaces peptidicos internos. Entre ellas, las endopeptidasas
encuentran mas aplicaciones comerciales que las exopeptidasas®®. Seglin el mecanismo proteolitico,
las proteasas se dividen en seis grandes grupos: proteasas serinicas, cisteinproteasas, proteasas
asparticas, metaloproteasas, treonina proteasas y glutdmico proteasas, siendo las primeras cuatro las
mas comunes. Alternativamente, las proteasas se pueden clasificar en proteasas acidas, neutras y

alcalinas (basicas) segun el pH éptimo. Las proteasas con un pH 6ptimo en el rango de 2.0 a 5.0 se
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denominan proteasas acidas, las proteasas con un pH éptimo de alrededor de 7.0 son proteasas
neutras y las proteasas alcalinas tienen un pH 6ptimo en el rango de 8.0 a 11.0.

La funcion de las proteasas es catalizar la hidrolisis de proteinas, lo que ha sido aprovechado para la
produccion de hidrolizados de proteinas de alto valor a partir de diferentes fuentes de proteinas como
la caseina, el suero, la proteina de soja y carne de pescado. Estos hidrolizados de proteinas exhiben
propiedades antioxidantes, antitromboticas, antihipertensivas, anticancerigenas, reguladoras de la
saciedad o inmunomoduladoras y tienen una variedad de aplicaciones en formulaciones de alimentos
infantiles, productos alimenticios terapéuticos especificos, jugos de frutas y refrescos fortificantes,

otros aditivos alimentarios funcionales y alimentos para animales*1%13,

Tabla 1.2. Principales tipos de proteasas de acuerdo con la Comision de Enzimas, asi como un ejemplo de estas''.

Proteasas Serinicas EC 3.4.21 Ser, His quimotripsina, trombina
Proteasas Cisteinicas EC 3.4.22 Cys papaina, catepsina B
Proteasas Asparticas EC 3.4.23 Asp, Tyr pepsina, gastricina

Metaloproteasas EC 3.4.24 | lon Metdlico (Zn*" neprisilina, leucosina

Treonina proteasas EC 3.4.25 Thr HslU--HslV peptidasa

Endoproteasas EC 3.4.99 Desconocido neprosina, Dop isopeptidasa

1.3.1 Proteasas Serinicas

Las proteasas serinicas (EC 3.4.21) reciben su nombre puesto a que su actividad catalitica es mediada
por el oxigeno presente en la cadena lateral de un residuo de serina en el sitio activo, que funciona
como nucleofilo, al atacar el carbono del grupo carbonilo del enlace peptidico a ser hidrolizado (Fig.
1.1.a). El sitio activo de estas proteasas esta formado por una triada catalitica compuesta por los
residuos Asp-His-Ser, donde el aspartato orienta el anillo imidazol de la histidina y esta a su vez
desprotona el grupo hidroxilo de la serina, la cual actia como nucledfilo. También se pueden
encontrar otras combinaciones de triadas cataliticas, tales como Ser-His-Glu y Ser-His-His, asi como
diadas cataliticas como Ser-Lys/His!2. Estas enzimas suelen activarse en condiciones neutras o
alcalinas, con un 6ptimo de actividad entre pH 7.0 y 11.0 y pueden ser inhibidas irreversiblemente
por compuestos como el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Presentan baja especificidad hacia
sus sustratos y muchas de ellas exhiben actividad tanto esterolitica como de amidasa. Su masa

molecular varia entre 18 y 35 kDa, y sus puntos isoeléctricos suelen encontrarse en un intervalo de


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/food-additive

pH entre 4.0 y 6.0. Ejemplos notables de proteasas serinicas incluyen la elastasa, tripsina y la

quimotripsina.

1.3.2 Proteasas Asparticas

Las proteasas asparticas (EC 3.4.23) llevan a cabo el ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico
utilizando una molécula de agua previamente activada, en lugar de depender de un grupo funcional
propio de la enzima, comdnmente dos residuos de &cido aspartico presentes en el sitio activo son
responsables de activar esta molécula de agua. Estas enzimas estan formadas por dos dominios, con
el sitio catalitico ubicado entre ellos y los residuos de acido aspartico se encuentran en el motivo
Asp-Thr-Gly-X de cada dominio. Se cree que su mecanismo de accién implica una catalisis acido-
base, en la cual, una molécula de agua de ruptura participa directamente en la reaccion (Fig. 1.1.c).
Se clasifican en cinco grupos y estos a su vez se dividen en diversas familias, entre la que destaca la
familia la pepsina, la retropepsina, y enzimas presentes en retrovirus. La masa molecular de estas
enzimas varia entre 30 y 45 kDa, presentan una actividad optima a pH bajo y hasta el momento todas
las enzimas conocidas de este tipo son endopeptidasas y pueden ser inhibidas por pepstatina®*#,

1.3.3 Proteasas Metélicas

En las metaloproteasas (EC 3.4.24) el ataque nucleofilico es facilitado a través molécula de agua que
ha sido activada por un ion metalico divalente, por lo general zinc. Algunos tipos de metaloproteasas
necesitan dos iones metalicos para actuar co-cataliticamente. Los iones metalicos estan coordinados
por ligandos aminoacidicos, usualmente residuos de Lys, Asp, Glu o His. La hidrolisis catalizada por
estas enzimas no forma un intermediario covalente, ademas pueden ser inactivadas por agentes
quelantes como el EDTA y el EGTA. Estas proteasas se dividen en 16 grupos, un ejemplo es la
termolisina, que pertenece al grupo MA, subgrupo MA(E), familia M4, las cuales tienen un motivo
His-Glu-X-X-His, donde el glutamato actta como el residuo catalitico y las histidinas como ligandos
del zinc. Ademas, las proteasas del subgrupo MA(E), conocidas como Glu-zincinas, incluyen un
tercer ligando glutamato®®4. En la termolisina, el motivo especifico es His-Glu-Leu-Thr-His, con el
residuo Glul166 y una molécula de agua actuando como tercer y cuarto ligando al zinc (Fig. 1.1.d).
1.3.4 Proteasas Cisteinicas

Las proteasas cisteinicas (PC) (EC 3.4.22) son una de las cuatro principales clases de hidrolasas de
enlaces peptidicos. Utilizan un anion S~ de la cadena lateral de cisteina como nucleéfilo para

hidrolizar enlaces peptidicos (Fig. 1.1.b). Estas enzimas aparecen en todos los seres vivos y
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participan en diversos procesos fisiologicos y patolégicos, desde la digestion de proteinas hasta
cortes especificos y regulados de enlaces peptidicos. Ademas de su papel en el catabolismo y
procesamiento de proteinas, estan involucradas en numerosas patologias humanas, lo que ha llevado
al desarrollo activo de inhibidores de cisteinproteasas como posibles farmacos*®’,

La primera PC aislada y caracterizada fue la papaina, en 1937, a partir de Carica papaya, esta junto
con las catepsinas y otras proteasas similares pertenecen a la familia mas abundante de PC,
presentan una masa molecular entre 21 y 30 kDa y una actividad catalitica 6ptima en un intervalo
de pH de 4.0 a 7.0. EIl genoma humano codifica 11 tipos de catepsinas: B, C,F,H, K, L, O, S, V, X
y W, las cuales en conjunto con otras proteasas cisteinica provenientes de parésitos y virus son
objetivos potenciales para tratar enfermedades como artritis, osteoporosis, SIDA, enfermedades
inmunoldgicas, aterosclerosis, cancer y varias enfermedades parasitarias como malaria, amebiasis
y Chagas!7:18:20-24,

Basado en su analisis de secuencias, las proteasas cisteinicas similares a la papaina se dividen en
dos subfamilias: similares a catepsina L y similares a catepsina B, diferenciadas por la estructura
del prodominio y el dominio maduro. También se propuso un tercer grupo 'tipo F' basado en anélisis
filogenéticos que muestran que los prodominios de catepsinas F y W comparten un patron de
secuencia especifico, ERFNAQ. La principal diferencia entre las subfamilias existe en la secuencia
de los prodominios y su longitud. EI prodominio de la subfamilia de catepsina L (catepsinas L, V,
K, S, W, F y H) contiene aproximadamente 100 residuos, con dos motivos altamente conservados:
ERFNIN y GNFD. Falta el motivo ERFNIN en las catepsinas B, C, O y X. La catepsina B tiene un
rasgo caracteristico con el "bucle de oclusion” que le proporciona actividad de
carboxidipeptidasa?’2>?’,

Para evitar la degradacion no intencionada de proteinas, las proteasas cisteinicas (PC) se producen
en forma de precursores inactivos, conocidos como zimdgenos. Estos zimdgenos incluyen un

prodominio que impide el acceso del sustrato al sitio activo?..



Figura 1.1. Mecanismos cataliticos de los principales tipos de proteasas: serinicas (A), asparticas (B), metélicas (C)
y cisteinicas (D). En los sitios activos de las proteasas serinicas y cisteinicas, el residuo catalitico suele ser activado
mediante desprotonacién facilitada por un residuo de histidina, lo que genera el nucleéfilo encargado de atacar el
enlace peptidico a romper. En contraste, las proteasas metalicas y asparticas activan una molécula de agua que actla
como nucledfilo, en lugar de emplear un grupo funcional de la propia enzima. A pesar de estas diferencias en la
activacion del nucledfilo, el mecanismo general de escision del enlace peptidico es, en esencia, similar en todas las
clases de proteasas'®.

1.4 Mecanismo catalitico de proteasas cisteinicas

Las PC estan compuestas por una triada catalitica en su sitio activo, que incluye los residuos Cys-
His-Asn. EIl principio de su mecanismo catalitico radica en la formacion de un intermediario
covalente, involucrando los residuos de cisteina y de histidina. Este ultimo, actia como un donador
de protones al sustrato, aumentando la nucleofilicidad de la cisteina. Esta a su vez, ataca al carbono
del enlace peptidico reactivo, produciendo el primer tioéster intermedio tetraédrico en la reaccion
con liberacion de una amina o un fragmento amino terminal, el cual se estabiliza mediante puentes
de hidrégeno con el oxianién del sustrato y con un residuo de glutamina conservado. Finalmente,
la hidrdlisis del enlace tioéster conduce a la formacion de un residuo de &cido carboxilico a partir

del fragmento restante del sustrato®. En la Figura 1.2 se ejemplifica este mecanismo en la papaina.
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Figura 1.2. Mecanismo catalitico de la papaina. El anidn tiolato ataca al carbono del enlace peptidico, convirtiendo
doble enlace entre el carbono y oxigeno en un simple enlace(A). El oxigeno toma una carga neta negativa que posibilita
la formacion de un estado de transicion tetraédrico. El oxi-anidn se estabiliza al formar enlaces de hidrégeno con los
grupos NH de las cadenas laterales de los residuos GIn19 y Cys25, lo que da lugar a la formacion de la cavidad del
oxianién (B). La rotacion del residuo His facilita la transferencia de protones desde el cation imidazolio hacia el
nitrégeno del enlace peptidico que se esta hidrolizando, lo que conduce a la escision. El sustrato recién formado esta
unido por enlace de hidrogeno a la His159, mientras la parte carboxilica del sustrato es enlazado a la Cys25 via enlace
tioéster, formando una acil-enzima (C). En la siguiente etapa de la reaccion, la amina del sustrato se disocia y es
reemplazada por una molécula de agua, cuya polarizacién es facilitada por el nitrégeno del imidazol y posibilita que
la molécula de agua ataque el carbono del grupo carbonilo de la acil-enzima (D). Posteriormente se forma un
intermediario tetraédrico (E). Finalmente, la desacilacion del tioéster permite la reconstruccion del grupo carboxilo en
el sustrato hidrolizado, lo que culmina con la liberacidn de una enzima activa (F)%.

1.5 Cistatinas: Inhibidores de Proteasas Cisteinicas

Las Cistatinas comprenden una extensa familia de proteinas, denominada superfamilia de las
Cistatinas, estas actian como inhibidores competitivos y reversibles de proteasas Cisteinicas
formando complejos con sus enzimas objetivos e inhabilitando su sitio catalitico?®. El equilibrio
adecuado entre las PC libres y sus complejos con inhibidores es fundamental para el correcto
funcionamiento de todos los sistemas vivos. Las cistatinas han sido ampliamente estudiadas y
revisadas en la literatura, se han identificado proteinas que contienen dominios de cistatina pero
que carecen de actividades inhibidoras de proteasas, y muy probablemente se describiran mas en

un futuro préximo. Estas proteinas junto con las cistatinas de las familias 1, 2, 3 y 4 constituyen la



superfamilia de cistatinas?®.

Desde su descubrimiento, la familia de las cistatinas ha crecido y ahora es una superfamilia que se
puede clasificar en 4 familias principales, de las cuales, las primeras tres provienen de origen
animal, y la cuarta de origen vegetal. Estas son: 1) Estefinas (estefina A y B; también conocidas
como cistatina A y B), que son inhibidores no glicosilados de ~11 kDa, carecen de secuencia sefial
y enlaces disulfuro y generalmente se expresan intracelularmente. 2) Cistatinas, tienen masas
moleculares en el intervalo de 13 a 14 kDa, contienen una secuencia sefial y enlaces disulfuro en
el extremo carboxilo de la molécula. Algunos miembros estan glicosilados y la familia esta
representada por las cistatinas C, D, S, SA y SN. 3) Cinindgenos, con masas moleculares en el
intervalo de 88 a 114 kDa, estan glicosilados y tienen tres dominios de cistatina de la familia 2,
dos de los cuales (dominios 2 y 3) tienen actividades inhibidoras de proteasas. 4) Fitocistatinas, se
dividen en tres grupos segun su masa molecular. El grupo I incluye cistatinas de masa molecular
baja, que varia entre 12 y 16 kDa, con un Unico dominio inhibidor tipo cistatina. EI grupo Il esta
formado por proteinas de alrededor de 23 kDa, que presentan una extension en la region carboxilo
terminal. Finalmente, el grupo 11 agrupa proteinas de aproximadamente 80 kDa, conocidas como
multicistatinas, caracterizadas por la repeticion de dominios inhibidores tipo cistatina?®3!,

1.6 Papel de las Cistatinas en la Medicina

Numerosos estudios concuerdan en que las PC desempefian roles claves en la progresion de una
amplia variedad de tumores. La progresion de un tumor hacia la metastasis implica la destruccion y
remodelacion de las matrices extracelulares durante la invasion local, la angiogénesis, la
intravasacion y la extravasacion. Estos procesos son facilitados por proteasas serinicas, asparticas y
cisteinicas. Se ha descubierto que la catepsina B cisteinproteasa desempefia un rol importante en la
invasion de las células tumorales. Estas enzimas se concentran en el borde de las células metastasicas
moviles, donde disuelven las proteinas de la matriz extracelular para allanar el camino para el
movimiento de las células. La actividad de estas proteasas es inhibida por las cistatinas,
especialmente la cistatina C humana que también esta presente extracelularmente y se encuentra en
altas concentraciones en la saliva y otros fluidos corporales como el seminal, sinovial y
cerebroespinal. Varios estudios han sugerido una relacion inversa entre la etapa de progresion del
tumor y los niveles de cistatinas en el microentorno tumoral. A medida que los tumores avanzan
hacia la etapa final metastasica, los niveles de las cistatinas tanto en el citosol como en los espacios

extracelulares se reducen drasticamente. Ademas, los estudios han demostrado una correlacion
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directa entre los altos niveles de cistatina C y un mejor pronostico tumoral, mientras que niveles
reducidos de Cistatina C estan relacionados con un aumento en la actividad de proteasas que
contribuyen a la neurodegeneracion en condiciones como la esclerosis multiple, esto sugiere que las
cistatinas pueden ser utilizadas como biomarcadores en el diagndstico y prondstico del cancer %°.

La Cistatina C se ha identificado como un marcador adecuado para la prueba de funcion renal,
también conocida como tasa de filtracion glomerular (TFG), se observo una excelente correlacion
entre la secrecion de Cistatina Cy la TFG, cuando se compar6 con los marcadores ex6genos estandar
de la TFG, como el Cr-EDTA. Esta cistatina ha demostrado ademas ser un protector potencial contra
el desarrollo de placas amiloides en el cerebro, como las que se encuentran en la enfermedad de
Alzheimer, estabilizandolas y facilitando su eliminacion. Ademas de inhibir proteasas, las cistatinas
estabilizan las Metaloproteinasas de Matriz (MMPs), que participan en la remodelacion tisular y el
mantenimiento de la matriz extracelular. Esta funcion de estabilizacion es crucial en condiciones
fisiolégicas y en la prevencion de autdlisis de estas enzimas, lo cual tiene implicaciones en
enfermedades degenerativas. Algunas cistatinas, tienen propiedades inmunomoduladoras que
ayudan a regular la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, en condiciones inflamatorias, pueden reducir
la produccion de citoquinas proinflamatorias y modulan la actividad de macréfagos, lo cual es
relevante en enfermedades autoinmunes e infecciosas?.

Los mecanismos por los cuales las cistatinas modulan la tumorigenicidad no solo se atribuyen a sus
roles inhibitorios contra las PC. Estudios realizados por Sokol et al*. identificaron la cistatina C
como un nuevo antagonista de la sefializacion del TGF—f (factor de crecimiento transformador beta).
Determinaron que esta interactua fisicamente con el receptor Il del TGF—p, anulando asi la union del
TGF—B a las células. Se sabe que el TGF—P tiene propiedades supresoras del crecimiento,
especialmente en las células epiteliales normales, pero durante la progresion tumoral las propiedades
supresoras del tumor del TGF—B a menudo se alteran, convirtiéndose en un poderoso factor de
progresion para las células transformadas. La cistatina C es ademas el inhibidor dominante de PC en
el liquido cefalorraquideo; en la angiopatia amiloide, adultos jovenes se ven afectados por
hemorragia cerebral masiva, a menudo fatal. Esta enfermedad est4 asociada con una concentracion

anormalmente baja de cistatina C en el liquido cefalorraquideo %°.

1.7 Relaciones termodinamicas de la unién Proteina Ligando

Las fuerzas impulsoras que regulan la union entre proteinas y ligandos surgen de varias interacciones
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e intercambios de energia entre la proteina, el ligando, el agua y los iones. La relacidn entre estas
fuerzas y la estabilidad del complejo formado esta dictada por las leyes de la termodinamica®.
La energia libre de Gibbs (G) es un potencial termodindmico y funcién de estado que mide la
capacidad de un sistema para realizar trabajo maximo o reversible bajo condiciones de temperatura
y presion constantes. Es uno de los pardmetros termodindmicos fundamentales para describir las
fuerzas impulsoras que gobiernan los procesos®***. En analogia con cualquier proceso espontaneo,
la union proteina—ligando ocurre s6lo cuando el cambio en la energia libre de Gibbs (4Gu) del
sistema es negativo a presion y temperatura constantes. Debido a que el grado de asociacion
proteina—ligando esta determinado por la magnitud del 4Gu negativo, se puede considerar que 4Gu
determina la estabilidad de cualquier complejo proteina—ligando o, alternativamente, la afinidad de
union de un ligando a un receptor determinado®.
La energia libre de union estandar, 4Gue, describe el cambio en la energia libre bajo condiciones de
1 atm, 298 K y a concentraciones efectivas de los reactivos (proteina, ligando y complejo) de 1 M.
Esta se relaciona con la constante de union, Ku, a través de la ecuacion de Gibbs:
AGu® = —RT In Ku @
donde R es la constante universal de los gases (1.987 cal K™* mol™1) y T es la temperatura en Kelvin.
La ecuacion (1) hace evidente que cuanto mayor es la constante de union Ku, mas negativa es la
energia libre estandar de union.
La energia libre de union (4Gu) en cualquier momento durante una asociacion (no necesariamente
en condiciones de estado estandar) viene dada por:
AGu = AGu°® + RT InQ (2)
Donde Q representa el cociente de reaccion, definido como la proporcién entre la concentracion del
complejo proteina—ligando y el producto de las concentraciones de proteina libre y ligando libre en
un momento dado. Cuando Q es igual a Ku, la reaccion de asociacién alcanza el equilibrio, y AGu se
convierte en 0. AGu puede descomponerse en sus componentes entalpicos y entrépicos utilizando la
siguiente ecuacion fundamental:
AGu=A4Hu—T 4Su (3)
donde 4Hu y ASu son el cambio en entalpia y entropia del sistema tras la union, y T es la temperatura
en Kelvin.
La entalpia es una medida de la energia total de un sistema termodinamico, es decir, la suma de las

energias internas de los solutos y del disolvente y la cantidad de energia necesaria para hacer espacio
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para el sistema (calculada como el producto del volumen del sistema y la presion) *°. En un proceso
de unién, 4Hu indica el cambio de energia que ocurre en el sistema al unirse la proteina el ligando.
De hecho, el cambio de entalpia tras la union es el resultado de la formacion y la interrupcion de
muchas interacciones individuales, incluida la pérdida de los enlaces de hidrogeno, las interacciones
de van der Waals y electrostaticas formadas entre proteina—disolvente, ligando—disolvente, la
formacion de enlaces no covalentes entre proteina—ligando, y la reorganizacion del disolvente
alrededor de las superficies del complejo. Estos componentes individuales pueden hacer
contribuciones favorables o desfavorables, y el cambio neto de entalpia es el resultado de la
combinacion de estas contribuciones®-',

La entropia es una medida de cuan uniformemente se distribuira la energia térmica en el sistema
termodinamico general. ASu es una propiedad termodindmica global de un sistema, su signo positivo
0 negativo refleja el aumento o disminucién general de los grados de libertad del sistema y se puede
analizar en tres términos entropicos:

ASu = ASsolv + ASconf + ASrit 4)

donde 4Ssolv refleja el cambio de entropia del solvente que surge principalmente del reacomodo del
solvente en la superficie de contacto de la interfase proteina-ligando al unirse; 4Scont denota el cambio
de entropia conformacional que refleja los cambios en la libertad conformacional tanto de la proteina
como del ligando la unidn; A4S refleja la pérdida de grados de libertad rotacional y traslacional de

la proteina y el ligando posterior a la formacion del complejo®”28,

13



2. ANTECEDENTES
2.1 Actinidina

El nombre actinidina, que deriva de Actinidia, el género de la planta de origen, y el primer informe
de preparacion cruda de una PC del kiwi (entonces conocido como “grosella china™) fue realizado
por Arcus (1959)%°, quien se vio impulsado a buscar una enzima de A. chinensis por la observacion
de que la incorporacion de la fruta cruda a la gelatina de mesa impide que cuaje. McDowall (1970)*
publicé el primer estudio de actinidina purificada hasta cristalinidad. Los trabajos realizados en la
Universidad de Massey durante la década siguiente dieron lugar a la publicacion de estudios
detallados sobre su secuencia de aminoacidos (Carne & Moore, 1978)*, su estructura
cristalografica (Baker, 1973%2, 1976, 19774, 1980*; Baker & Dodson, 1980 y la especificidad
y cinética de su actividad esterolitica (Baker, Boland, Calder, & Hardman, 1980*'; Boland, 1973,
Boland & Hardman, 1973%). Trabajos posteriores, realizados en gran parte en el Reino Unido,
investigaron sus caracteristicas cataliticas, caracteristicas del sitio catalitico y campos

electrostaticos dentro de la actinidina y enzimas relacionadas.

Se ha descubierto que la actinidina tiene efectos significativos en la digestion de las proteinas de
los alimentos, proporcionando una mejor digestion del tracto superior (particularmente en el
estomago) de una variedad de proteinas alimentarias. En el fruto de kiwi, si bien no se ha
identificado ninguna funcién clara, la enzima comienza a acumularse en la fruta desde el principio

y se sospecha que es importante para el desarrollo y proteccion de la fruta.

2.1.1 Estructura y propiedades

La actinidina es una proteina globular de cadena polipeptidica Unica, que de acuerdo con datos de
UniProt se sintetiza como un polipéptido de 380 residuos de aminoacido, con un péptido sefial inicial
de 24 residuos, seguido de la region pro- inhibitoria con 102 residuos (24-126). La cadena madura
de actinidina consta entonces de 254 residuos con una masa molecular de 27.5 kDa. Por otra parte,
de acuerdo con la secuencia de aa de la estructura cristalografica depositada en el PDB (Protein Data
Bank) como 2ACT, la actinidina tiene una masa molecular de 23.7 kDa, correspondientes a una
cadena de 220 residuos (Baker 1980).4546

Existen otros criterios en este sentido, Larocca, Rossano y Riccio (2010)* utilizando MALDI TOF-

MS identificaron varias isoformas de actinidina con masas moleculares de 31.2, 30.3, 29.3 y 23.9
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kDa, por su parte Grozdanovic et al., (2013)* y Chao (2016)°2 obtuvieron la masa molecular de la
actinidina por espectrometria de masas MALDI TOF-MS en modo de ionizacion positiva y el valor
reportado fue de 23.8 kDa en cada caso. Otros estudios como Sugiyama et al., (1996)°’ y Boland &
Hardman (1973)*° reportan pesos moleculares de 23.5 kDa y 26.0 + 5.0 kDa respectivamente.

La proteina madura esta plegada en una estructura de dos dominios: el dominio L (dominio I) que
consta de los residuos 19-115 y 214-220 y el dominio R (dominio I1) de los residuos 1-18 y 116-
213 (Baker & Drenth, 1987)%. EI dominio L contiene tres regiones helicoidales, con la hélice
principal atravesando el centro de la molécula en la interfaz entre los dos dominios. EI dominio R
forma una lamina B antiparalela torcida, con un interior hidrofobo. Los dos extremos estan sellados
por hélices cortas en la superficie molecular. Cada dominio se compone de un nucleo hidrofébico,
y la interfaz entre los dos dominios, donde se encuentra el sitio catalitico, se compone
principalmente de cadenas laterales hidrofilicas. Estas cadenas laterales pueden interactuar ademas
con una red de ocho moléculas de agua enterradas. La estructura se estabiliza ain mas por la
presencia de tres enlaces disulfuro: Cys22-Cys65, Cys56-Cys98 y Cys156-Cys206°3°°,

Estudios realizados han identificado una serie de formas &cidas y bésicas de actinidina
(Nieuwenhuizen et al., 2007). Los analisis de etiquetas de secuencias expresadas (EST, por sus
siglas en inglés) mostraron la presencia de ARN que codifica para diferentes proteinas de tipo
actinidina en A. deliciosa y A. chinensis con valores de pl de 3,9 y 9,3%. Ademas, se identificaron
otros cuatro ARNm putativos de cisteinproteasa en A. deliciosa y A. chinensis®®®. Anteriormente
se habia informado de la existencia de formas mdltiples de actinidina (Sugiyama et al., 1996°;
Tello-Solis et al., 1995%®), pero en ausencia de secuencias completas de proteinas o acidos nucleicos
codificantes, no se podian entender las diferencias, y no se podian descartar modificaciones
postraduccionales de la cadena lateral, hidrolisis C-terminal o artefactos de la preparacion.

La estructura cristalografica determinada por refinamiento cristalografico a una resolucion de 1.7
A, esta registrada en el Banco de Datos de Proteinas (PDB: Protein Data Bank) con el cddigo
2ACT* vy presenta una cadena que contiene dos dominios estructurales: uno compuesto
principalmente de hélices a y el otro formado por hebras B antiparalelas (Figura 2.1). Ademas, posee
una triada catalitica de compuesta por los residuos Cys25, His162 y Asn182, localizados en la

hendidura que separa ambos dominios.
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Figura 2.1. Estructura cristalografica de la actinidina (PDB: 2ACT). La estructura fue representada empleando el
software PyMOL 2.5.0. Los puestes disulfuros se muestran de color amarillo mientras la triada catalitica Cys25,
His162 y Asn182 se muestra en el interdominio.

2.2 Cistatina C Humana

La cistatina C humana (CCH) es un inhibidor que actta sobre las cisteinproteasas de la familia 2
que son similares a la papaina. A diferencia de otras cistatinas, la CCH se produce en todas las
células nucleadas del organismo, esta compuesta por una unica cadena polipeptidica codificada por
un gen de 7.3 kbp localizado en el cromosoma 20 y se sintetiza ademas junto con un segmento
peptidico adicional. Estructuralmente, la CCH presenta cinco hebras formando una lamina 3
antiparalela, que abraza una hélice a de cinco giros (Figura 2.2B). En su forma madura y activa, su
masa molecular es de 13.4 kDa y esta formada por 120 residuos de aminoacidos. No se encuentra
glicosilada y posee dos puentes disulfuro, que conectan los residuos 73—-83 y 97-117636,

En ciertos procesos fisiopatoldgicos cuya naturaleza todavia no se ha esclarecido, la CCH se
encuentra codepositada en las placas amiloides asociadas al Sindrome de Down y el Alzheimer. En
la variante natural L68Q, las propiedades amiloidogénicas de la CCH se incrementan de manera
considerable, lo que conduce a una angiopatia amiloide cerebral letal en los primeros afios de la
adultez®%-6%:

En todas las estructuras cristalinas de cistatina C nativa analizadas, se ha observado que, al aumentar
su concentracion, la proteina forma dimeros con un intercambio de dominios, originados a través
de un cambio conformacional de un bucle beta en horquilla L1. Nilsson et al.,%? desarrollaron un
monomero que resiste la dimerizacion, al introducir un enlace disulfuro entre los residuos 47 y 69
de la secuencia de aminoacidos, lo cual lograron mediante la sustitucion de la leucina en la posicion

47y la glicina en la posicion 69 por cisteinas (L47C y G69C). La variante estabilizada de cistatina
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C (CCE) disminuyd significativamente tanto la dimerizacion como la formacion de fibrillas,
manteniendo su capacidad inhibitoria frente a cisteinproteasas. La estructura tridimensional de la
CCE fue determinada por difraccion de rayos X en 2010 por R. Kolodziejczyk et al.,%confirmando

el exito de la ingenieria de proteinas para evitar el intercambio de dominios.

Figura 2.2. Estructuras cristalograficas de la CCH nativa y su mutante estabilizada CCE. En A, CCH nativa (PDB:
1G96), se muestra el dimero con dominios intercambiados. Tiene un dominio de plegamiento similar al monomérico
CCE, pero compuesto por dos moléculas (roja y verde). Todos los elementos estructurales del pliegue monomeérico se
conservan, excepto el bucle L1. En (B) se observa la CCE plegada como monémero (PDB: 3GAX), L47C y G69C en
rojo denotan los sitios de mutacion introducidos para establecer un enlace disulfuro entre las cadenas B2 y B3, los
puentes disulfuros restantes se muestran de color amarillo. La estructura se represent6 con el software PyMOL 2.5.0.

2.3 Interaccion Cisteinproteasas — Cistatinas

La investigacion sobre proteasas y sus inhibidores se enfoca en maximizar sus aplicaciones en
medicina, biotecnologia, agricultura y otros campos industriales. Se han documentado estudios que
utilizan estos inhibidores en el tratamiento de afecciones como artritis, arteriosclerosis, cancer,
diabetes, gingivitis periodontal, pancreatitis, en trastornos hepaticos, pulmonares, cardiacos,
renales, musculares, asi como en enfermedades neurodegenerativas que incluyen la enfermedad de
Batten y el Alzheimer8061.67,

En el caso de las interacciones cisteinproteasas—cistatinas, estan reportados estudios con cistatina
de clara de huevo (CEW) donde las constantes de union varian ampliamente, entre 10°y 10 M1,
La constante de la union (Ku) del complejo CEW-quimopapaina presenta una dependencia en
funcion la fuerza ionica (1) y el pH y su asociacion esta regulada por una interaccion electrostatica®®.
Estas interacciones estan influenciadas por el pH del del medio, que determina el estado de
protonacion de los residuos ionizables en la interfaz del complejo, de acuerdo con su pKa en las
formas separada o asociada de las proteinas, lo cual influye en la energia de unién electrostatica®.
Tovar Anaya et al., 20195 estudiaron la interaccion entre la cistatina C humana nativa (CCH) y su
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variante estabilizada (CCE) con la proteasa quimopapaina de papaya (Carica papaya) Yy
concluyeron en que el puente disulfuro adicional introducido en CCE evita la dimerizacion y la
formacion de oligdmeros, lo que la convierte en una mejor candidata que la cistatina C silvestre
para investigar la afinidad hacia diversas proteasas cisteinicas.

Se han llevado a cabo mdltiples estudios cinéticos, espectroscépicos y cristalograficos para
esclarecer el mecanismo de inhibicion de las cisteinproteasas por cistatinas. Los resultados han
demostrado que el inhibidor se une en un proceso de un solo paso, reversible y de segundo orden,
y que incluso las proteasas con su sitio catalitico bloqueado pueden unirse a las cistatinas, aunque
con menor afinidad®® ™, Esto sugiere que las interacciones entre cisteinproteasas y cistatinas no se
limitan a una simple reaccion con el residuo catalitico de cisteina de la enzima, como ocurre con
los sustratos, sino que involucran contactos entre las regiones de union de las cistatinas y los
residuos especificos que conforman los sitios de union en la enzima. Pese a su modo de inhibicién
similary a su homologia estructural, las cistatinas presentan afinidades enziméaticas muy variables,

como se ilustra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Constantes de inhibicion Ki [nM] de complejos enzima—cistatina’®

Cistatinas Proteasas Cisteinicas

Papaina  CatepsinaB  CatepsinaH Catepsina L Catepsina S
A 0.0192 8.22 0.312 1.32 0.05%
B 0.122 732 0.582 0.232 0.072
C 0.000011° 0.25° 0.282 <0.005? 0.008?
D 1.22 >10002 8.52 252 0.242
E 0.39° 32° - - -
F 1.1¢ >1000¢ - 0.31¢ -
S 1082 - - - -
SA 0.322 - - - -
SN 0.016% 192 - - -
H-cinindgenos 0.02¢ 400 1.1f 0.109f -
L-cinin6genos 0.0152 6002 0.722 0.0172

Ref: a [70]; b [71]; c [72]; d [73]; e [74]; f [75].

A partir de los estudios realizados se determin0 que las cistatinas poseen tres regiones cruciales en
la interaccion con las proteasas cisteinicas, estas regiones incluyen el fragmento N-terminal y los
Ilamados primer y segundo bucle que estan ubicados en un extremo de la molécula, estos
interactlan directamente con la hendidura catalitica de las PC. Se concluyé ademas que el
fragmento N-terminal es sumamente importante para la actividad inhibitoria de la cistatina C

humana (CCH) y que la mayor contribucion a la afinidad total se debe a la unién de los residuos
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inhibidores Arg8, Leu9y Val10 en los subsitios S4, S3 'y S2 de la enzima’®’’. Estudios con péptidos
sintéticos correspondientes a la secuencia N-terminal de CCH mostraron que eran muy buenos
sustratos de papaina y que la escision tuvo lugar en el enlace peptidico Gly11-Gly12'". A partir del
complejo de Cistatina B Humana (Estefina B) con Papaina (codigo PDB: 1STF) se muestra que las
interacciones entre la enzima y las cistatinas esta formada por los residuos de aminoacidos del
segmento N-terminal que ocupa subsitios de la enzima, asi como por dos fragmentos adicionales en
bucles de horquilla: uno en el medio y otro en el segmento C-terminal de la proteina. También se
ha propuesto que los residuos de aminoacidos hidrofobicos del primer bucle, asi como el residuo

de triptofano del segundo bucle ocupan los subsitios de la enzima’®.

Figura 2.3. Interfaz entre estefina B (rojo) y papaina (verde) (PDB 1STF). La estructura se realizo con el software
PyMOL 2.5.0. La superficie de la cufia de Estefina B es complementaria a la ranura del sitio activo de la molécula de
papaina (A). El analisis del area de superficie accesible de los componentes proteicos separados y acoplados al
complejo muestra que un area total de 1,117A2 (de un total de 6,907 A?) de Estefina queda enterrada en el complejo,
junto con 977 A? (de 10,612 A?) de Papaina, utilizando un radio de prueba de 1.4 A. Esto da como resultado una
superficie total accesible de 15,438 A2, y una superficie total oculta de 2,094 A2, alrededor del 10% de la superficie
de los componentes separados. En B se muestran en amarillo los puentes de hidrogeno de la interfaz del complejo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Determinar los pardmetros termodindmicos de la asociacion del inhibidor cistatina C humana en su
variante estabilizada L47C/G69C (CCE) con la proteasa actinidina.

3.2 Objetivos Particulares

1. Purificar a homogeneidad la actinidina aislada del fruto del kiwi (Actinidia deliciosa).

2. Expresar y purificar a homogeneidad la cistatina C humana variante L47C/G69C (CCE).

3. Verificar la integridad estructural y funcional de las proteinas purificadas.

4. Determinar los parametros termodinamicos de la union del complejo actinidina—CCE a pH 7.0

y 35.0 °C (Ku, 4Gu, 4Hu y ASu).

5. Modelar la estructura del complejo CCE-actinidina y caracterizar su interfase.

6. Comparar los parametros termodinamicos de union de los complejos CCE-actinidina y CCE-

quimopapaina, y correlacionar sus diferencias respecto a las estructuras de sus interfaces.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aislamiento y purificacion de la actinidina

La actinidina fue purificada del fruto de kiwi (Actinidia chinensis), el proceso comprendié las

siguientes etapas (Tello Solis et al., 1995°):
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Figura 4.1 Representacidn esquematica de las etapas del proceso de purificacion de la actinidina.

Para evitar la autohidrolisis durante el proceso de purificacion, la cisteina catalitica de la actinidina
(Cys25) se bloque6 utilizando el inhibidor reversible metilmetanotiosulfonato (MMTS). Se
homogeneizo la pulpa de 1.0 kg de kiwi en 0.50 L de tampodn de fosfatos 50 mM, pH 6.5, que
contenia 5.0 MM de MMTS y 1.0 mM de EDTA. La mezcla resultante se sometio a centrifugacion
durante 30 minutos en una centrifuga Hermle Z383K a una velocidad de 10,731 ga4 °Cy laenzima
fue precipitada del sobrenadante mediante saturacion al 75% con sulfato de amonio por 48 horas a
4°C. Posteriormente, se realizé una centrifugacion para recuperar el precipitado. Este precipitado
se resuspendio en tampdn de fosfatos de 50 mM, pH 6.5, y se dializé contra agua desionizada
durante 72 horas a 4°C.

Cinco mililitros del extracto crudo, que contenian aproximadamente de 2.0 mg/mL de proteina,
fueron inyectados en una columna de filtracion en gel HiLoad 16/600, acoplada a un sistema
cromatografico AKTA Pure Avant y equilibrada con tampdn de fosfato a pH 6.5. La elucion se
llevé a cabo utilizando el mismo tampoén y las fracciones se recolectaron en volumenes de 5.0 mL

cada una. Las fracciones recolectadas se sometieron a pruebas de actividad proteolitica tras su
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reactivacion con L-cisteina. Las que mostraron actividad fueron concentradas utilizando el sistema
Amicon y luego, para evaluar el tamafio y la homogeneidad hasta este punto del proceso, las
fracciones fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE). Posteriormente se dializaron contra tampon de acetato de 50 mM y pH 5.5.

Alicuotas de proteina de 1.0 mL que contenian alrededor de 1.5 mg/mL fueron inyectadas en una
columna de intercambio aniénico Mono Q™ 4.6/100 PE, previamente equilibrada con tampdn de
acetatos 50 mM, pH 5.5. Los analitos cromatograficos fueron eluidos de la columna a una velocidad
de flujo de 0.5 mL/min, usando un gradiente lineal de 0 a 1.0 M de NaCl disuelto en el mismo
tampdn. Posteriormente las fracciones recuperadas fueron analizadas por SDS-PAGE para verificar
su homogeneidad.

4.2 Actividad Proteolitica de la actinidina

La actividad proteolitica de la actinidina se determin6 a pH 6.0 mediante el método de Kunitz’’, se
uso caseina al 2% w/v en tampon de fosfatos 0.05 M como sustrato. La actinidina contenida 200 pl
de solucion pura (0.4 mg/mL) fue reactivada con 150 ul de L-cisteina 100 mM e incubada por 1
minuto a 40 °C. Posteriormente, 1.0 mL de sustrato fue afiadido a la solucién e incubado por 10 min
a 40 °C. La reaccion fue detenida afiadiendo 2.0 mL de &cido tricloroacético al 5% v/v. Para separar
el precipitado 1.0 mL de solucién se centrifugd en una Microcentrifuga Thermo IEC Microlite 3580,
durante 10 min a 13,400 g. Inmediatamente se registrd la absorbancia del sobrenadante a 280 nm,
definiendo la unidad de actividad enzimatica, como la cantidad de enzima que produce un aumento
en absorbancia de una unidad por minuto, bajo las condiciones del ensayo. Como blanco se
sustituyeron los 200 ul de actinidina por agua desionizada y se mantuvieron las demas condiciones
del ensayo.

La actividad especifica (AE) se calcul6 mediante la ecuacion:

AE = Azo (5)

c(%)(lOmin)(O.Zml)

Donde: AA2s0 es el cambio de Absorbancia a 280 nm causado por la liberacion de péptidos con
residuos aromaticos por accion de la enzima y c es la concentracion de actinidina en la mezcla del
ensayo.

4.3 Expresion de la cistatina C estabilizada

Escherichia coli es una bacteria utilizada extensamente en biotecnologia y en ingenieria genética

para la produccion de proteinas recombinantes, debido a su rapida tasa de reproduccion y facilidad
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de cultivo, lo que permite obtener grandes cantidades de proteinas en un corto periodo. En este
estudio, se obtuvieron proteinas recombinantes a partir del gen que codifica la cistatina C
estabilizada (CCE).

Para ello, se transformaron células de la cepa SHuffle T7 Express C3029 de Escherichia coli con el
vector de expresion pET-24a(+)-CCE. Luego, se cultivaron en medio de LB agar con 25 ug/mL de
kanamicina. Las colonias crecieron durante 24 horas a 30°C, y al alcanzar aproximadamente 2.0
mm de didmetro, se seleccionaron cuatro. Cada una fue inoculada usando la técnica de palillo y
cultivada por separado en 5.0 mL de medio LB con 25 ug/mL de kanamicina, a 30°C y con agitacion
constante de 220 rpm en una incubadora vibratoria de sobremesa Labnet 222-DS.

La densidad dptica de los cultivos se midio a una longitud de onda de 600 nm, y cuando estuvo
entre 0.4 y 0.8 unidades de absorbancia, se agreg6 isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a
una concentracion final de 0.4 mM para inducir la sobreexpresion.

Los cultivos fueron centrifugados a 10,731 g en una centrifuga Hermle Z383K durante 12 minutos
a 4 °C. El precipitado se resuspendio en un tampon de fosfato a pH 7.4, y se afiadié fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) a 1.0 mM para evitar la degradacién proteica por accién de las
proteasas. Las células fueron lisadas en frio mediante sonicacién, con ciclos de 2 minutos, seguidos
de 1 minuto de descanso, repitiéndose tres veces, utilizando un Branson Ultrasonics SONIFIER
450. El lisado se centrifug6 a 10,731 g en la misma centrifuga Hermle por 20 minutos a 4°C, y se
recuperd el sobrenadante, a partir del cual se llevo a cabo la purificacion final.

4.4 Purificacion de la CCE

Para el cultivo bacteriano, se efectué un escalamiento de 1 a 100, utilizando 500 mL de medio LB
en matraces de 2.0 L, suplementados con kanamicina a una concentracion de 25 pg/mL. La densidad
Optica se monitorizo a 600 nm y alcanzar un intervalo requerido (0.4-0.8 UA), se procedio a inducir
la sobreexpresion de proteinas mediante la adicion de IPTG 0.4 mM. El cultivo se dejé incubar
durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifug6 a 10,731 g en una centrifuga
Hermle Z383K durante 12 minutos a 4 °C. A continuacion, se afiadio PMSF a una concentracion
de 1.0 mM y se llevo a cabo el procedimiento de lisado descrito anteriormente. Una vez lisado los
cultivos estos se centrifugaron en la misma centrifuga a 10,731 g por 20 minutos a 4 °C, y se
recolectd el sobrenadante. La fase final de purificacién se realiz6 mediante cromatografia de
intercambio catidnico, utilizando una columna Hi Trap SP XL de 5.0 mL, previamente equilibrada
con un tampodn de fosfato de 20 mM, pH 6.0. Los componentes fueron eluidos de la columna a una
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velocidad de flujo de 1.0 mL/min, aplicando un gradiente lineal de 0 a 1.0 M de NaCl disuelto en

el mismo tampén.

4.5 Ensayo de actividad inhibitoria de la CCE

El ensayo de actividad inhibitoria tiene como objetivo demostrar que la actividad hidrolitica de la
papaina es inhibida en presencia de CCE. Para comprobarlo, se modifico el método colorimétrico
propuesto por Barret (1981)%, que se basa en la inhibicion de la actividad peptidasa de papaina
sobre el sustrato N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BApNA), ver Figura 4.2. Se utilizo la papaina
comercial marca SIGMA, P-4762, lote: 121K7680 y el BApNA marca SIGMA lote:119C-0415

7 NO; /
At e 1Y LY 9w
Q’N C-\H papaina - g-N__C. #

i > C OH
) (:CH2)3 . E“z):& s ©
NH H.0 NH

/C\\ H As
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Na-benzoil-arginina-p-nitroanilida

p-nitroanilina
BApNA

Figura 4.2 Hidrolisis del sustrato BApNA por papaina.

La papaina en concentracion 30 uM (0.73 mg/mL) y disuelta en amortiguador Tris-base 20 mM,
pH8.0, fue incubada y activada con L-cisteina 5.0 mM durante 5 minutos a 40 °C. Se prepar6 una
solucion stock 10 mM de sustrato BApNA disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO). En la celda de
reaccion, la concentracion final de sustrato fue de 1.0, 1.2 y 1.5 mM. El volumen total en la celda
de reaccion fue de 1.0 mL. La cinética de la reaccion se siguié durante 10 minutos a una longitud
de onda de 410 nm. Se empled un Espectrofotometro UV-1800 Shimadzu de doble haz con una
celda de cuarzo de 1.0 cm de paso dptico.

4.6 Dicroismo Circular

La medicién de la actividad dptica en proteinas, atribuible a los enlaces peptidicos, se realiza en la
region del ultravioleta lejano, entre 185 y 250 nm, por lo que, para verificar la integridad estructural
de las proteinas purificadas, actinidinay CCE, sus espectros de dicroismo circular (DC) se registraron

en la region de 190 a 250 nm. Esta técnica espectroscopica es ideal para determinar la estructura
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secundaria y evaluar las propiedades de plegamiento de proteinas, definiéndose como la diferencia
en la absorcidon de luz circularmente polarizada hacia la izquierda y hacia la derecha. Los espectros
de DC fueron obtenidos a 25 °C utilizando un espectropolarimetro Jasco J715 con una celda de 0.10
cm de paso optico. Las muestras de CCE y actinidina fueron dializadas contra un tampon de fosfato
10 mM, pH 7.0, y se ajustaron a una concentracion de 0.10 mg/mL. Se utiliz6 el espectro del tampon

como blanco.

4.7 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que implica la ionizacion de las muestras en
moléculas con carga, permitiendo la medicidn de la relacién masa-carga (m/z) Mediante esta técnica
se pueden analizar mezclas de proteinas, es particularmente Util para determinar el peso molecular,
identificar secuencias y cuantificar el contenido de proteinas. Para eliminar los iones del
amortiguador de pH en las muestras, las alicuotas de CCE y actinidina fueron dializadas contra agua
desionizada, posteriormente ambas se concentraron hasta 1.0 mg/mL de proteina y se enviaron a los
Laboratorios de Servicios Analiticos del Instituto de Quimica de la UNAM. Ambas muestras fueron
mezcladas con una matriz de acido sinapinico (SA) en una proporcion de 1.5:5. Los espectros de
masa se obtuvieron en modo lineal con una polaridad de voltaje positivo realizando 300 disparos
para cada uno. Se utilizé el método LP_12kDa.par. Los espectros obtenidos fueron calibrados
utilizando la lista de referencia "1-9 KDa CalibStandard_eren". Se emple6 la técnica MALDI-TOF
(Matrix—Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight) en un espectrometro Maldi-Tof
MicroFlex Bruker Daltonics.

4.8 Construccion del complejo CCE—actinidina

Se cred un modelo atdmico CCE—actinidina a través del acoplamiento molecular de ambas proteinas,
procedimiento conocido como docking. Se partio de las estructuras de las proteinas libres dispuestas
en el PDB, actinidina (2ACT) y cistatina C estabilizada (3GAX). Dado que la estructura
cristalogréfica de la CCE registrada en el PDB esta truncada en la Gly12 y faltan los residuos Pro78
y Asn79 es necesario afiadir algunos de los aminodcidos faltantes, para esto se utiliz6 el software
PyMOL 2.5.0 y posteriormente mediante el software ModLoop: (Modeling of Loops in Protein
Structures)®! la estructura fue sometida a una minimizacion de energia para refinar sus geometrias y
asegurar la conformacion energéticamente mas favorable de los residuos afiadidos. En el caso de la
estructura cristalografica depositada en el PDB para la actinidina (PDB:2ACT), posee la cisteina

catalitica oxidada, por lo que fue sustituida por una cisteina reducida.
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Ambas proteinas se sometieron individualmente a simulaciones de dinamica molecular con el
propdsito de relajar sus estructuras, para ello se utiliz6 el software GROMACS 2023.1, aplicando el
campo de fuerzas AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement)®. Antes de iniciar
las simulaciones, los estados de ionizacion de las cadenas laterales en la CCE vy la actinidina a pH
7.0 fueron determinados utilizando los valores de pKa proporcionados por la herramienta PROPKA
integrada el servidor PDB2PQR®. Las proteinas se prepararon usando CHARMM-GUI®, se
colocaron de forma individual en cajas clbicas de agua, con una distancia minima de 10 A entre el
borde de la cajay la proteina. Posteriormente, se ionizaron para neutralizar la carga total y solvatadas
utilizando moléculas de agua TIP4P-épsilon®’,

La simulacion de dindmica molecular se llevo a cabo en un conjunto NPT, utilizando un paso de
tiempo de 2 fs, a una temperatura de 308.15 K y una presion de 1.0 bar, durante un periodo de 100
ns. Para el control de temperatura y presion se emplearon un termostato de escalamiento de
velocidades y un barostato Parrinello-Rahman, respectivamente. El algoritmo LINCS se utilizd para
restringir las longitudes de los enlaces covalentes. Las interacciones electrostaticas de corto alcance
y las de van der Waals se limitaron a 0.9 nm, mientras que las fuerzas electrostéaticas de largo alcance
se calcularon utilizando el método de malla de particula de Ewald. Posterior a la simulacion se
determind la raiz de desviacion cuadratica media (RMSD), la raiz de la fluctuacion cuadratica media
(RMSF) y el radio de giro (Rg).

Para determinar las estructuras representativas mas favorables se realizé un proceso de agrupamiento
(clustering) mediante el software TTCLUST en su version 4.3.10. Se seleccion6 ademas como
plantilla la estructura cristalografica de un complejo homologo registrado en el PDB, (estefina
B—papaina , PDB: 1STF), como plantilla para identificar los aminoécidos que podrian formar la
interfaz. Simultdneamente, se realiz6 un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las
proteinas libres que forman parte de complejos homologos resueltos, para calcular su porcentaje de
identidad en comparacion con la actinidina y la CCE, segun el caso. Este alineamiento se llevé a
cabo utilizando el servidor Clustal Omega Multiple Sequence Alignment®.

De acuerdo con las alineaciones con mayor porcentaje de identidad y a la estructura del modelo
homologo , se elabord una lista de aminoacidos potenciales que podrian intervenir en la formacion
del complejo CCE—actinidina. Esta lista se utilizo como referencia para crear el modelo mediante
acoplamiento molecular.

Con los archivos generados del clustering de las simulaciones de dinamica molecular a 308.15 K de
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la CCE (PDB 3GAX) y la actinidina (PBD: 2ACT), se construyeron los modelos por acoplamiento
molecular, para ello se empled el servidor pyDockweb, (Structural prediction of protein-protein
interactions) %, el cual nos permite establecer restricciones en los posibles aminoacidos involucrados
en la interfaz del complejo. Los modelos con las puntuaciones mas altas generados por el servidor
fueron superpuestos a la estructura cristalografica usada como plantilla, calculando la desviacién
cuadratica media (RMSD) en relacion con la posicion de los carbonos alfa (Ca) considerando las
coincidencias en las estructuras secundarias. EI modelo con el menor valor de RMSD fue

seleccionado.

4.8.1 Simulacion de Dinamica Molecular del modelo del complejo

Se realizé una dinamica molecular para evaluar la estructura del complejo, utilizando el software
GROMACS 2023.1 y el campo de fuerzas AMBER®, El modelo obtenido mediante docking se
preparé de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion anterior para las proteinas
individuales. Asimismo, la simulacion de dinamica molecular se llevo a cabo estableciendo los
mismos parametros que se usaron en las simulaciones de las proteinas por separado, pero
extendiendo el tiempo de simulacién a 200 ns.

Con los datos obtenidos de la simulacion se calcularon los valores de RMSD, RMSF, Radio de
giro(Rg), Superficie Accesible al solvente (ASA), se realiz6 ademas un Analisis del Componente
Principal, (PCA, por sus siglas en inglés). Finalmente se realiz6 un clustering sobre las trayectorias

aisladas de los minimos de energia resultantes del anélisis de PCA.

4.8.2 Anélisis estructural de la interfaz de los complejos CCE—proteasas

La interfaz del modelo obtenido CCE—actinidina fue comparada con la del modelo obtenido por
Tovar Anaya et al., 2019% para el complejo CCE—quimopapaina, para ello se utilizd software
PDBsum (Pictorial database of 3D structures in the Protein Data Bank)®. En ambas interfaces se
identificaron los residuos que interactuaban, utilizando un radio de corte de 4.0 A de cualquier 4&tomo
de la cadena opuesta como criterio. Las propiedades estructurales que se compararon incluyeron la
cantidad de puentes de hidrogeno (Npr) y de pares idnicos (Nes), el area de superficie de contacto,
cuantificada mediante la diferencia en el area de superficie accesible al solvente (44SA4) entre el
complejo y la suma de las areas de las proteinas individuales, se analizaron por separado las
contribuciones polares (4454,) y no polares (44S4.p) al 4454 utilizando un radio de prueba de 1.4

A. Todas las estructuras se trabajaron con el software PyMOL 2.5.0.
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El valor teodrico de 4Hu del complejo se determin relacionando este parametro con el tamafio del
area superficial oculta en la interfaz del complejo. Esta area se calcula en funcién de los cambios en
el area superficial accesible al solvente®’. La parte del area que queda oculta al solvente se describe
mediante la siguiente ecuacion:

AASA =ASAcompeso — (ASAacTinipina + ASAcce) @)

ASA = AASAp+ AASAap (8)

Donde: 4ASAp son las contribuciones polares al area superficial accesible a la solvente y 44SA4ap
son las contribuciones apolares al area superficial accesible a la solvente.

Por otra parte, 4Hu tedrico estd dada por la siguiente ecuacion:

AHU = Ahp AASAp + Ahap AASAap (9)

Donde: Ahpy Ahap representan los coeficientes de proporcionalidad para AHu

Tabla 4.2. Coeficientes de proporcionalidad para la entalpia de unién (4Hy) de acuerdo a su contribucion por unidad
de area polar y apolar.

Garcia & Hernandez! 19.4 -7.0
Lugue & Freire® 31.4 -8.44

Se realiz6 ademas el calculo de MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area),
para determinar los residuos con mayor aporte a la energia libre de unién en la formacion del
complejo. El calculo se realiz6 sobre las trayectorias aisladas de los minimos de energia resultantes
del anélisis de PCA.

4.9 Calorimetria de Titulacion Isotérmica

La Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC) proporciona datos termodinamicos cuantitativos de
la estabilidad del complejo enzima—inhibidor que permiten dilucidar las fuerzas impulsoras del
proceso. Esta técnica mide directamente el intercambio de calor durante la formacion de complejos
a una temperatura constante, por esta razon se ha convertido en un método de referencia para evaluar
las contribuciones entélpica y entropica que impulsan el proceso de union, la asi llamada firma
termodinamica. De un mismo experimento de ITC, obtenemos las firmas termodinamicas Ku, 4Hu
y el nimero de sitios de union (n), mientras que 4Gu y 4Su, los podemos calcular a partir de las

ecuaciones 1y 3, respectivamente.
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Antes de proceder con los experimentos de ITC, se llevo a cabo la dialisis de ambas proteinas, las
cuales, se colocaron simultdneamente en tampon de fosfatos 10 mM a pH 7.0, compuesto por 78
mM de NaCl con el fin de establecer una fuerza ionica de 0.1 M. Cuando las muestras alcanzaron
el equilibrio, se filtraron a través de membranas de 0.22 um Yy se concentraron utilizando
dispositivos Amicon de 0.5 mL y un corte molecular de 10 kDa hasta 0.135 mM y 0.025 mM
respectivamente. Finalmente, las muestras a la concentracion requerida se sometieron a
desgasificacion por agitacion bajo vacio.

Para los experimentos de titulacion isotérmica, se cargaron 200 uL de actinidina en la celda de
muestra del calorimetro MicroCal 1TC200-GE, mientras que la jeringa se cargo con 40 pL del
inhibidor.

La titulacion se llevé a cabo siguiendo el programa de inyecciones detallado en la Tabla 4.1, donde
la primera inyeccion sirve para asegurar que la punta de la jeringa contenga solucion fresca. Las
inyecciones se realizaron con un intervalo de 200 segundos entre ellas, y la agitacién se mantuvo a
una velocidad constante de 300 rpm. Las isotermas generadas se analizaron utilizando una regresion
no lineal basada en el modelo de un sitio de union descrito por Wiseman et al. en 1989%, que se

ajusta al modelo de sitios de union idénticos e independientes, como se muestra en la ecuacion 6.

—( n+r\_(Xr )
i(dQ):AHU[i_I_ n (2)(2) .
(X2=-2X,(n-r)+(n+r)2)2

(6)

Vo dXtOt 2n

Donde: Voes el volumen de la celda de reaccién, Q el calor absorbido o liberado y n es nimero de sitios
de union .
Xr = [ltot]/[Etot] y r = 1/[Etot]Ku, ltot representa la concentracion total de inhibidor, Etotes la concentracion

total de la enzima.

Tabla 4.1. Volimenes establecidos para las inyecciones los experimentos de ITC.

NUm. de inyeccion Vol. de inyeccion (nL) [ltot]/[Etot]
1 0.5 0.017
2-8 15 0.07-0.38
9-14 2.0 0.46-0.83
15-20 2.5 0.92-1.41
Volumen Total 38
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5. RESULTADOS
5.1 Purificacion de la actinidina

La actinidina se purificé en dos etapas de cromatografia . La Figuras 5.1 muestra el cromatograma

correspondiente a la exclusion molecular, primera etapa de purificacion.
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Figura 5.1. Cromatograma de exclusién molecular. La cromatografia se realiz6 en una columna Superdex 200 HiLoad
16/60 GE, equilibrada con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM, pH 6.5, la parte sombreada corresponde a las
fracciones donde se encontré actividad proteolitica.

La SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio) es una
técnica utilizada comunmente en biologia molecular y bioquimica para separar proteinas segun su
peso molecular. Al ser desnaturalizadas con SDS, se rompen las interacciones no covalentes
existentes en las proteinas y estas adquieren una carga neta negativa proporcional a su masa.
Posteriormente son forzadas a migrar a traves de un gel de poliacrilamida poroso bajo la influencia
de un campo eléctrico. En la Figura 5.2 se representa la electroforesis proveniente de la primera

etapa de cromatografia.
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Figura 5.2. A la izquierda, SDS-PAGE de la actinidina, (tefiido con azul Coomassie), carril A Ts26GST de masa
molecular de 26 kDa, carril B marcadores de masa molecular BlueEasy Prestained Protein Marker, donde la banda roja
representa una masa molecular de 30 kDa, carril C fracciones concentradas de actinidina. A la derecha, masas
moleculares de cada una de las bandas del marcador utilizado, expresadas en kDa.

La purificacion fue realizada por cromatografia de intercambio aniénico. Se obtuvieron dos
fracciones de actinidina A1y A2, con actividad catalitica sobre la caseina de 0.083 y 0.141 unidades
/ mg de enzima respectivamente. A2 fue la mas abundante. La Figura 5.3 muestra el cromatograma

proveniente de la segunda etapa de purificacion.
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Figura 5.3. Cromatograma de Intercambio Anidnico. La cromatografia se realizd en una columna de intercambio
anionico Mono Q™ 4.6/100 PE, previamente equilibrada con regulador de acetatos 50 mM, pH 5.5. La actinidina
eluy0 a una concentracion aproximada de NaCl de 0.35 M.
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Figura 5.4. SDS-PAGE de la actinidina A1 y A2 proveniente de 3 diferentes cromatografias de intercambio aniénico,
(tefiido con azul Coomassie). Carril A Ts26GST de masa molecular de 26 kDa, carril B-D fracciones A2 recuperadas
en 3 cromatografias realizadas, carril E-G fracciones Al recuperadas en 3 cromatografias realizadas, carril H Ts24GST
de 24 kDa.

5.2 Expresion y purificacion de la cistatina C humana estabilizada (CCE)

Se realiz6 una SDS-PAGE al sobrenadante obtenido después de centrifugar los componentes de lisis de
los clones analizados. Las muestras cargadas (Figura 5.5, carriles B-F), presentaron una banda intensa

a la altura del marcador de 14.3 kDa.

Figura 5.5. SDS-PAGE de la expresion CCE, (tefiido con azul Coomassie). Carril A Lisozima de clara de huevo de
gallina marca SIGMA, L2879-1G, lote: 026K7045, usada como marcador de peso molecular de 14.3 kDa, carriles
B a F expresion de la CCE en diferentes clones analizados.

La purificacion se realizo por cromatografia de intercambio cationico, en la Figura 5.6 se muestra

el cromatograma correspondiente a la purificacion.
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Figura 5.6. Cromatograma de Intercambio catiénico. Se emple6 una columna HiTrap SP XL de 5.0 mL previamente
equilibrada con amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 6.0. El primer pico representa las proteinas que no se unieron a
la matriz de la columna luego de la inyeccidn. El segundo pico corresponde a la fraccién recuperada por la columna del
inhibidor, que eluy6 con una concentracion de NaCl de 0.22 M
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Figura 5.7. SDS-PAGE de la CCE proveniente de diferentes cromatografias de intercambio cationico, (tefiido con azul

coomassie). Carril A lisozima de clara de huevo de gallina marca SIGMA, L2879-1G, lote: 026K7045, usada
como marcador de masa molecular de 14.3 kDa, carril B, C y D fracciones de CCE recuperadas.

5.3 Ensayos de actividad inhibitoria de CCE

Para verificar la actividad inhibitoria de la CCE sobre la actividad peptidasa de la papaina, se
estandariz6 el método colorimétrico para la hidrolisis enzimatica de BApNA. En la Figura 5.8 se
muestran las velocidades de formacion del producto de la hidrdlisis en ausencia y presencia del

inhibidor de la proteasa.
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Figura 5.8. Cinéticas de la hidrélisis enzimatica de N-benzoil-arginina-p-nitroanilida por papaina. Se muestran en
azul, rojo y negro los datos de la hidrolisis de 1.5, 1.2 y 1.0 mM de BApNA en la celda de reaccion. Los datos en
verde y morado muestran el efecto de apagamiento de la actividad enzimatica causado por la adicion de 64 y 80 ug de
CCE con 1.5 mM de BApNA. La papaina fue usada a una concentracion de 30 uM (0.73 mg/mL) en todos los ensayos.

5.4 Propiedades Estructurales, dicroismo circular

Para evaluar la integridad de la estructura secundaria se obtuvieron los espectros de dicroismo
circular en el UV lejano de ambas proteinasa pH 7.0 y a 25 °C. Para el caso de la CCE el espectro
presento un minimo de elipticidad sobre los 208 nm y un pequefio hombro cercano a los 223 nm,
Figura 5.9 panel A. Por otro lado, el espectro que se muestra en el panel B corresponde a la
isoforma de actinidina seleccionada; se puede observar un minimo de elipticidad alrededor de los

208 nm y un hombro préximo a los 220 nm.
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Figura 5.9. Espectros de dicroismo circular (DC) obtenido a pH 7.0 y 25 °C para ambas proteinas. En el recuadro de la
izquierda se muestra, en linea roja, el espectro de dicroismo obtenido para la CCE, mientras que en linea negra se muestra
el espectro de dicroismo obtenido por Tovar Anaya et al., 2019. En el recuadro de la derecha se muestra, en linea roja,
el espectro de dicroismo obtenido para la actinidina, mientras que en linea negra se representa el espectro de dicroismo
obtenido por Tello Solis et al., 1995. Todas las muestras se trabajaron a una concentracion de 0.10 mg/mL.
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5.5 Espectrometria de Masas

De acuerdo con los espectros de masas MALDI-TOF obtenidos para las muestras analizadas se

obtuvo para la CCE una masa molecular de 12,565 Da, contra una masa esperada de 13,400 Da para

la proteina intacta; mientras que, para la actinidina con su cisteina catalitica bloqueada se obtuvo una

masa molecular de 23,783 Da, para una masa esperada de 23,787 Da de la proteasa bloqueada. La

actinidina presentd ademas otro pico correspondiente a una masa molecular de 23988.818 Da, lo que

podria corresponder a una isoforma. La Figura 5.10 y 5.11 muestran los espectros de masas obtenidos
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Figura 5.10. Espectro de masas MALDI -TOF para la CCE. El espectro se obtuvo en modo lineal positivo, empleando

una matriz de &cido sinapinico.
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Figura 5.11. Espectro de masas MALDI -TOF para la actinidina. El espectro se obtuvo en modo lineal positivo,

empleando una matriz de cido sinapinico.
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5.6 Modelado computacional
5.6.1 Modelado y simulacién de DM de las especies

Debido a que la estructura cristalografica depositada en el PDB para la CCE (PDB:3GAG) se
encuentra truncada en el extremo amino terminal, iniciando en la Gly12, y a fin de lograr un modelo
computacional lo més parecido a la especie molecular obtenida experimentalmente, se adicionaron
los residuos Leu9, Vall0 y Gly11 para obtener una cadena con una masa de 12,576 Da, acorde con
el resultado de espectrometria de masas (Fig. 5.10). La Figura 5.12 muestra los residuos de aa

afadidos al extremo amino terminal.

Figura 5.12. Modelos 3D de la CCE y la actinidina respectivamente , en la figura de la izquierda (CCE) se sefialan con
un circulo rojo, los 3 residuos afiadidos en el extremo amino terminal. En la figura de la derecha (actinidina) se resalta
en esferas la cisteina catalitica reducida. Los cambios se realizaron en el software PyMOL 2.5.0.

Para relajar la estructura cristalografica de ambas proteinas se corrieron simulaciones de dinamica
molecular por duplicado a 308.15 K en solvente explicito con un tiempo de simulacion de 100 ns. La
Figura 5.13 muestra los perfiles de RMSF y RMSD para cada proteina. Se puede observar de acuerdo
con el perfil de RMSD de cada una, que ambas se comportan de manera estable durante el tiempo de
simulacion y que presentan notables fluctuaciones, principalmente la cistatina en sus extremos amino y

carboxilo terminal.
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Figura 5.13. Simulacion de dindmica molecular en solvente explicito a 308.15 K durante 100 ns, en un conjunto NPT.
En A'y C se muestran los perfiles de RMSD de actinidina y CCE respectivamente donde cada color corresponde a una
de las 2 réplicas realizadas. De igual manera B y D se muestran los perfiles de RMSF para la actinidina y CCE
respectivamente.

5.6.2 Construccién del modelo cistatina C humana—actinidina

Se realizaron alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos para la proteasa actinidina con
diferentes PC cuyas estructuras 3D en complejos homologos cisteinproteasas—cistatinas son
conocidas (Figura 5.14). Asimismo, se realizaron alineamientos multiples para la CCE con otras
cistatinas inhibidoras de PC (Figura 5.15).

Del alineamiento de la secuencia de la CCE con otras cistatinas inhibidoras de PC se obtuvo que
mayor porcentaje de identidad fue 49.17 % entre la CCE (PDB: 3GAX) y cistatina D humana (PDB:
1ROA), seguido de la CCE y la CEW (PDB:1A67) con un porcentaje de identidad de un 43.10%.
Por su parte la estefina B (PDB: 20CT) alcanzé un porcentaje de identidad respecto a la CCE de
un 22.99 %. En el caso de la actinidina (PDB: 2ACT), una vez alineada su secuencia de
aminoacidos con la secuencia de otras PC, el mayor porcentaje de identidad se obtuvo con la
quimopapaina (PDB: 1YAL) y fue de 49.31%. Con respecto a la papaina (PBD: 9PAP) la

comparacion nos arroja un 48.34% de identidad.
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2ACT| Actinidina LPSYVDWRSAGAVVDIKSQGECGGCWAFSATATVEGINKITSGSLISLSEQELIDCGRTQ 60

1YAL | Quimopapaina | YPQSIDWRAKGAVTPVKNQGACGSCWAFSTIATVEGINKIVTGNLLELSEQELVDCDKH- 59

9PAP | Papaina IPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIKIRTGNLNQYSEQELLDCDRR- 59
¥ o kkk Rk ek kk kR kkokskk. o kekkck kk ok ko kkokekko.okk .

2ACT | Actinidina NTRGCDGGYITDGFQFIINDGGINTEENYPYTAQDGDCDVALQDQKYVTIDTYENVPYNN 120

1YAL | Quimopapaina | -SYGCKGGYQTTSLQYVAN-NGVHTSKVYPYQAKQYKCRATDKPGPKVKITGYKRVPSNC 117

9PAP | Papaina —SYGCNGGYPWSALQLVAQ YGIHYRNTYPYEGVQRYCRSREKGPYAAKTDGVRQVQPYN 117
. ** * %k k .:* s . k% ¥ . ..

2ACT | Actinidina EWALQTAVTYQPVSVALDAAGDAFKQYASGIFTGPCGTAVDHAIVIVGYGTEGGVDYWIV 180

1YAL |Quimopapaina | ETSFLGALANQPLSVLVEAGGKPFQLYKSGVFDGPCGTKLDHAVTAVGYGTSDGKNYIII 177

9PAP | Papaina 173

2ACT | Actinidina
1YAL | Quimopapaina |
9PAP| Papaina

QGAL LYSTANQPVSVVLQAAGKDFQLYRGGIFVGPCGNKVDHAVAAVGYG----PNYILI
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Figura 5.14. Alineamiento de secuencias multiples entre proteasas cisteinicas en su forma madura. Se conservan 86
posiciones idénticas (*) y 31 posiciones similares (:). El mayor porcentaje de identidad de actinidina (PDB: 2ACT) se
obtuvo con la quimopapaina (PDB: 1YAL) y fue de 49.31%. Con respecto a la papaina (PBD: 9PAP) la comparacion
nos arroja un 48.34% de identidad.

20CT| EstefinaB ~ -------- MMSGAPSATQPATAETQHIADQV----- RSQLEEKYNKKFPVFKAVSFKSQV 47
1A67| Cistatina de Pollo ---SEDRSRLLGAPVPVDENDEGLQRALQFAMAEYNRAS -NDKYS - - SRVWRVISAKRQL 54
1ROA | Cistatina D GSASAQSRTLAGGIHATDLNDKSVQCALDFAISEYNKVINKDEYY --SRPLQVMAAYQQI 58
3GAX | Cistatina C -SSPGKPPRLVGGPMDASVEEEGVRRALDFAVGEYNKAS -NDMYH- - SRACQVVRARKQI 56
. X . . . I T X
20CT | Estefina B VAGTNYFIKVHVGDEDFVHLR------ VFQSLPHENK--------------- SLTLSNYQ 86
1A67 | Cistatina de Pollo VSGIKYILQVEIGRTTCPKSSGDLQSCEFHDEPEMAKYTTCTFVVYSIPWLNQIKLLESK 114
1ROA | Cistatina D VGGVNYYFNVKFGRTTCTKSQPNLDNCPFNDQPKLKEEEFCSFQINEVPWEDKISILNYK 118
3GAX | Cistatina C 116

VAGVNYFLDVELCRTTCTKTQPNLDNCPFHDQPHLKRKAFCSFQIYAVPWQGTMTLSKST
Xk ok .k

20CT | Estefina B TNKAKHDELTYF 98|

1A67| Cistatina de Pollo CQ---------- 116
1ROA| Cistatina D CRKV-------- 122
3GAX| Cistatina C CQDA-------- 120

Figura 5.15. Alineamiento de secuencias multiples entre cistatinas inhibidoras de cisteinproteasas. Se alinearon la CCH
(PDB:3GAX), la cistatina D humana (CDH), (PDB:1ROA), la CEW (PDB:1A67) y la estefina B (PDB:20CT), el mayor
porcentaje de identidad fue 49.17 % entre la CCH y CDH, seguido de la CCH y la CEW con un porcentaje de identidad
de un 43.10%. Se conservan 9 posiciones idénticas (*) y 16 posiciones similares (:).

Tabla 5.1. Porcentaje de identidad obtenidos del alineamiento de secuencias de aminoacidos de la CCE y la actinidina
con la secuencia de aminoacidos de otras Cistatinas y proteasas cisteinicas respectivamente.

CCE/CDH 49.17
CCE/CEW 43.10
CCEl/estefina B 22.99
actinidina /quimopapaina 49.31
actinidina /papaina 48.34
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La configuracion tridimensional del complejo papaina—estefina B sirvio como base para desarrollar
un modelo inicial del complejo CCE—actinidina. El acoplamiento molecular se llevo a cabo en el
servidor pyDockweb, que permite restringir la zona de unién para la generacion del complejo. La
Tabla 5.2 muestra los residuos predichos como parte de la interfaz de acuerdo con el alineamiento
de secuencias y del modelo base utilizado. En la Figura 5.16 se muestra el modelo obtenido para el

complejo CCE—actinidina sobrepuesto con el complejo estefina B—papaina.

Tabla 5.2. Posibles residuos aminoacidicos que intervienen en la formacion del complejo CCE—actinidina.

CCE V10, G11, A26, 156, V57, A58, W106
actinidina Q19, G20, C22, G23, G67, G68, D185

" @ CCE-actinidina
¥ estefina B-papaina

Figura 5.16. Estructura tridimensional de complejo CCE-actinidina. Se muestra la sobreposicién sobre el complejo
homologo papaina—estefina B, la cual arrojé un RMSD de 1.94 A respecto a los carbonos a. La estructura se representd

con el software UCSF Chimera.

5.6.3 Simulacion de Dindmica molecular del complejo CCE-actinidina

La estabilidad estructural del modelo obtenido del acoplamiento molecular rigido fue evaluada
mediante una dindAmica molecular y comparada con los datos obtenidos por Tovar Anaya et al., 2019
para el complejo CCE—quimopapaina. En la Figura 5.17 se puede apreciar que ambos modelos son
estables de acuerdo con sus perfiles de RMSD. La evolucion del RMSF en la Figura 5.18 refleja las
zonas con mayores fluctuaciones durante el tiempo de simulacion, mostrando mayores fluctuaciones el

complejo CCE—actinidina. Por otro lado, en la Figura 5.19 se muestra el radio de giro para ambos
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modelos, se puede observar que alrededor de los 100 ns los sistemas comienzan a comportarse de forma
similar y a compactarse ligeramente. En la Figura 5.20 se muestra la superficie accesible al solvente de
ambos modelos. El analisis de PCA sobre la trayectoria de la simulacién de dinamica molecular arrojé
dos minimos de energia, en la Figura Al del Apéndice se muestra la proyeccion y visualizacion de estos
minimos de energia libre. Los clusteres obtenidos para las trayectorias aisladas de estos minimos se

muestran en las Figuras A2, A3 y A4 del apéndice.

1.0

—— CCE- actinidina
08 —— CCE-quimopapaina

e
[=2]
1

RMSD (NM)
o
~

0.2

0 50 1(I)0 1.;)0 200
Tiempo (ns)
Figura 5.17. Perfiles de RMSD obtenidos para las simulaciones. En negro se muestran los datos de RMSD de la
simulacion del complejo CCE—actinidina y en rojo se muestran los datos de RMSD de la simulacién del complejo
CCE—quimopapaina.

124 —— CCE-actinidina
—— CCE-quimopapaina

1.0 4

0.8 +

0.6

RMSF (nm)

0.4
0.2 [
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Figura 5.18. Perfiles de RMSF obtenido para las simulaciones. En negro se muestran los datos de RMSF de la
simulacion del complejo CCE—actinidina y en rojo se muestran los datos de RMSF de la simulacion del complejo
CCE—quimopapaina.
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Figura 5.19. Radio de giro obtenido para las simulaciones. En negro se muestran los datos del radio de giro para la
simulacion del complejo CCE—actinidina y en rojo se muestran los datos del radio de giro de la simulacion del complejo
CCE—quimopapaina.

185 —— CCE-actinidina
—— CCE-guimopapaina

T T 1
0 50 100 150 200
Tiempo (ns)

Figura 5.20. Superficie accesible al solvente obtenido para ambas simulaciones. En negro se muestran los datos de la
superficie accesible al solvente para la simulacion del complejo CCE—actinidinay en rojo se muestran los datos del radio
de giro de la simulacién del complejo CCE—quimopapaina.

Para analizar la interfaz del modelo final, se estableci6 un radio de corte de 4.0 A. Dentro de este
intervalo se identificaron un total de 27 residuos, de los cuales 12 pertenecen a la CCE y ocupan un
area de 838.5 A2, esto representa un 11.7% del rea total de la CCE que es de 7170.9 A2. Los restantes
15 residuos pertenecen a la actinidina, ocupan un area de 717.3 A2, esto representa un 6.9% del area
total de la actinidina que es 10378.5 Az,

Se determin6 que el area polar en la interfaz es de 482.13 A2, mientras que el rea no polar es de

1073.67 Az2. Se identificaron un total de 7 puentes de hidrdgeno y 1 puente salino, mismos que se
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muestran en la Figura 5.21. En la Tabla 5.3 se muestra un listado de estas interacciones con sus
respectivas distancias de enlace. De acuerdo con el Analisis MMPBSA realizado, los residuos que
contribuyen a la energia libre de unién se pueden observar en el panel A de la Figura 5.22, mientras
que el panel B muestra los residuos que hacen contacto en la interfaz con un radio de corte de 4.0 A.
La lista completa de contactos atomicos en la interfaz se muestra en la Tabla Al del Apéndice. En
la Tabla 5.4 se muestran los valores de superficie accesible al solvente del complejo CCE—actinidina,
tanto de las proteinas por separado como de la interfaz del complejo, junto con los valores de sus
contribuciones polar y apolar. En la Tabla 5.5 se exponen los valores de 4Hu estimados mediante los
modelos semiempiricos de area superficial accesible al solvente para este complejo.

LYS-114

Figura 5.21. Interfaz del complejo CCE-actinidina. Se muestran, de color amarillo los 7 puentes de hidrégenos
encontrados en la interfaz y de color rojo el puente salino.

Para el caso del complejo CCE—quimopapaina presentado por Tovar Anaya et al., 2019% se
encontraron en la interfaz un total de 47 residuos; 28 pertenecientes a quimopapaina y 19 a CCE
(Tabla A2 del apéndice). Se identificaron 9 puentes de hidrégeno y 2 puente salinos .
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Figura 5.22 (A) Aporte por residuo a la energia libre de unién 4Gy (kcal/mol) de acuerdo con los célculos de
MMPBSA. (B) Aminoéacidos que interaccionan en la interfaz del complejo CCE-actinidina. Los residuos cargados
positivamente, estan de color azul (H,K,R); los residuos cargados negativamente estan en rojo (D,E); los que presentan
carga neutra estan resaltados de color verde (S, T,N,Q) ; los alifaticos de color gris (A,V,L,I,M) ;los aromaticos de color
morado (F,Y,W); y la prolina 'y la glicina de color Naranja (P,G), las interacciones existentes se representan con lineas
con el cédigo de colores: puentes de hidrégeno, puentes salinos y

Tabla 5.3. Lista de contactos formados en la interfaz de los complejos CCE — actinidina en un radio de corte de 4.0 A.

PH (NE2) GIn19 (0) Ala58 2.72
PH (NE2) Glu21 (OH) Tyr102 3.31
PH (NE2) GIn146 (O) Pro105 3.02
PH (O) VVal160 (N) Leu9 2.97
PH (OD2) Asp185 | (NEL) Trpl06 3.07
PH (OD2) Asp185 | (NE2) GIn107 3.25
PH (OG1) Thr187 | (NE2) GIn107 2.87
PS (OE2) Glu2l | (NZ) Lys114 3.61

Tabla 5.4. Superficie accesible al solvente del complejo CCE—actinidina, de las proteinas por separado y de la interfaz
del complejo, junto con los valores de sus contribuciones polar y apolar. Estos valores se determinaron en el programa

GETAREA

4454 (A% AASA, (A% | AASAsp (A
CCE-actinidina 15993.6 6744.9 9248.7
Actinidina 10380.5 4440.0 5940.5
CCE 7170.9 2789.1 4381.8
Interfaz -1557.8 -484.2 -1073.6
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Tabla 5.5. Valores de 4Hy estimados mediante los modelos semiempiricos de area superficial accesible al solvente para
el complejo CCE-actinidina. El 4Hy fue calculado con los coeficientes de proporcionalidad expuestos en la Tabla 4.2.

Garcia & Hernandez ** -7.69
Luque & Freire % -25.4

5.7 Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Las isotermas se obtuvieron por duplicado a 35 °C, en la Figura 5.22 y 5.23 se muestran los resultados
obtenidos para el sistema. Los parametros Kuy 4Hu se obtuvieron ajustando los datos integrados y
corregidos, mediante la resta del calor de dilucion al modelo de sitios de union idénticos e
independientes (Ec. 5), los pardmetros 74Su y AGu se obtuvieron mediante la ecuacion 4. Los valores

de los parametros AHu, Ku, 74Su y AGu calculados se reportan en la Tabla 5.6.
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0021 ,J 017 ‘
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Figura 5.23. Titulaciones calorimétricas 1 y 2 del sistema CCE—actinidina a pH 7.0 y 35 °C. Los picos hacia abajo en la
grafica indican un sistema exotérmico. Los experimentos se realizaron a pH 7.0 en amortiguador de fosfatos 10 mM que
contenia 78 mM de NaCl para fijar la fuerza ionica a 0.1 M.
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Figura 5.24. Isotermas de titulacion 1y 2 del sistema CCE—actinidina a pH 7.0 y 35°C. Los circulos negros representan
los datos corregidos e integrados tras restar el calor de dilucién, mientras que la linea continua muestra el ajuste realizado
a través de una regresion no lineal de la isoterma al modelo de sitios de unién idénticos e independientes.

Tabla 5.6. Parametros termodinamicos obtenidos por ITC (n, 4Hu, Ku, T4Sy y AGy) para el sistema CCE—actinidina a
pH 7.0 y 35°C.

1 CCE—actinidina | 1.35 -36.2 -27.0 9.2 0.99
2 CCE-actinidina 0.96 -35.3 -25.7 9.6 0.86
Promedio CCE-actinidina | 1.16 -35.7 -26.3 9.4 0.93
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6.DISCUSION

6.1 Aislamiento, purificacion y caracterizacion de la actinidina

La purificacién de la actinidina se logré en dos etapas, primeramente, se realizé una cromatografia
de exclusion molecular, seguida de otra de intercambio anionico aprovechando el bajo punto
isoeléctrico de la proteasa. En este Gltimo paso se obtuvieron dos fracciones de actinidina, A1y A2,
con su Cys catalitica bloqueada con un grupo tiometilo. Dado que eluyeron a diferente concentracion
de NaCl, es probable que tengan diferentes cargas y se trate entonces de isoformas diferentes. A2 fue
la isoforma més abundante y la Gltima en eluir en el gradiente salino aplicado a la columna de
intercambio anidnico (Figura 5.3). Esta isoforma presentdé ademas una mayor actividad especifica
(0.141 unidades / mg de enzima) y fue la que utilizamos en todos los experimentos posteriores.
Mostré ademas ser homogénea en la SDS-PAGE, observandose una sola banda cercana y anterior a
un marcador de 26 kDa como se muestra en la Figura 5.4. Considerando que se utilizaron al menos
2.0 ug de proteina por carril en el gel, y dado que el limite de deteccidon para proteinas con la tincién
de Coomassie es de 20 ng, se puede concluir que la muestra de actinidina purificada alcanzé un nivel
de pureza de al menos el 99%. La isoforma Al eluyd junto con A2 en la cromatografia de exclusion
molecular y ambas mostraron la misma movilidad electroforética en SDS-PAGE.

El espectro de dicroismo circular obtenido para la actinidina en el UV lejano, concuerda con los
espectros de dicroismo circular ya reportados previamente por Tello Solis et al., 1995%, esto indica
que la integridad estructural no se ve afectada durante el proceso de purificacion, ademas el analisis
de la estructura secundaria realizado en el software Dichroweb nos arrojé un contenido del 33.1 %
de hélice a, 11.9% de laminas B y 33.5% giros, concordando esto con la estructura secundaria de la
actinidina depositada en el PDB (PDB:2ACT), la cual estd compuesta por un 29.5 % de hélice a y
15.0 % en laminas p.

La masa molecular obtenida mediante espectrometria de masas para la actinidina en este estudio y
otros anteriores es de 23.7 kDa,>>%? que concuerda con el valor de la masa molecular reportada para
la estructura cristalografica depositada en el PDB. En el espectro de masas MALDI TOF de la
actinidina se obtuvo ademas un segundo pico con una masa de 23.9 kDa lo cual podria ser una
isoforma con pequefios cambios en la estructura primaria. Existen estudios que reportan hasta 10
isoformas de actinidina con una sorprendente variacion en sus puntos isoeléctricos que va desde 3.9
hasta 9.3%.
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6.2 Expresion, Purificacion y caracterizacion de la CCE

Se obtuvieron las muestras homogéneas de CCE luego de una cromatografia utilizando una columna
de intercambio catidnico HiTrap SP XL, equilibrada con regulador de fosfatos pH 6.0. Esta columna
contiene una matriz de sulfopropilos con carga negativa, y al tener la CCE un punto isoeléctrico de
8.57 y estar disuelta a un pH por debajo de su punto isoeléctrico tendria una carga neta positiva, que
la hard unirse a la matriz de la columna, mientras que las impurezas existentes de la expresion eluyen
rapidamente al no interaccionar con la matriz. Posteriormente, la proteina atrapada por la matriz de
la columna puede ser recuperada mediante un gradiente de NaCl, en este caso la CCE eluy0 a una
concentracion de NaCl de 0.22 M.

El anélisis de las muestras por SDS-PAGE mostré muestras homogéneas de CCE puesto que cada
ensayo presentd una sola banda a la altura del marcador de 14.3 kDa (Figura 5.7 carril B, C y D)

Su actividad inhibitoria fue comprobada mediante el método colorimétrico con BApNA, cuya
hidrolisis libera p-nitroanilina, un compuesto de color amarillo que permite monitorear la reaccion
espectrofotométricamente al medir la velocidad de formacion del producto (V). Se determino el
porcentaje de inhibicién como

Vi

% Inhibicién = ( 0 )100%

0
donde, Vo y Vi son las velocidades de formacién de producto en la hidrélisis de BApNA en ausencia

y presencia de CEE, respectivamente. En las condiciones ensayadas la inhibicion de papaina alcanzo
un 90% aproximadamente.

En cuanto a la estructura secundaria de la CCE, el espectro de dicroismo obtenido en la region UV
lejano coincide con el reportado anteriormente por Tovar Anaya et al., 2019, como se puede ver en
la figura 5.9. Ademas, el analisis del espectro con el software Dichroweb predijo un 48 % de hojas
By un 4% de hélice a, por su parte la estructura cristalografica de la CCE depositada en el PDB esta
compuesta por 47% de hoja B y de 13% en hélice a.

Por otro lado, el espectro de masas de la CCE obtenido por MALDI TOF reveld un Gnico pico con
un valor de 12,565 Da, correspondiente a la cistatina CCCE escindida en su extremo amino,
comenzando en el residuo de Leu9. Esta escision en el extremo amino terminal ya habia sido
reportada por por Tovar Anaya et al., 2019 y en diversos trabajos®, aunque no esta claro que es lo

que la promueve.
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6.3 Modelado y simulacion de las especies involucradas

De acuerdo los perfiles obtenidos de la desviacion cuadratica media (RMSD) y de fluctuacion cuadratica
media (RMSF) mostrados en la figura 5.13 se determinG que ambas proteinas permanecen estables. En
el caso de la CCE los residuos en el extremo amino terminal son muy moviles y no aparecen en la
estructura cristalogréfica depositada en el PDB como 3GAX, sin embargo, estudios preliminares reportan
que los residuos Leu9 y Val10 son fundamentales en la inhibicion de cistatinas a PC®®’, razén por la

cual fueron afiadidos junto con la Gly11.

6.4 Simulacién de Dindmica Molecular del complejo

Mediante la simulacion de DM se evalud la estabilidad del complejo CCE—actinidina. El perfil de
RMSD se mantuvo estable y similar al perfil de RMSD obtenido para el complejo
CCE—quimopapaina por Tovar Anaya et al.,2019, observandose minimas variaciones respecto a los
carbonos alfa de ambas estructuras (Figura 5.17).

El modelo obtenido para el complejo CCE—actinidina presentd un radio de giro mayor en un principio
que se mantuvo estable, hasta que entre los 90 y 100 ns presenté un cambio conformacional,
compactandose mas la estructura, esto puede deberse en un principio a las restricciones impuestas
durante el docking, una vez que comenzd la dindmica el complejo se reorganizd de la forma
energéticamente més favorable, concluyendo el tiempo de simulacién con un Rg similar al obtenido
para el complejo CCE—quimopapaina.

En cuanto a los perfiles de RMSF, el complejo CCE—actinidina presenté mayores fluctuaciones que
el complejo CCE—quimopapaina durante toda la simulacion, principalmente en los extremos. La
superficie accesible al solvente se comport6 de manera similar en ambos complejos.

Las interacciones presentes en ambas interfaces, en un radio de corte de 4.0 A, son puentes de
hidrogeno, fuerzas de van der Waals y puentes salinos. EI complejo CCE—quimopapaina, formé dos
puentes de hidrogeno mas y un puente salino adicional comparado con el complejo CCE-actinidina.
De igual manera, el nimero de contactos atdmicos intercatenarios fue mayor para la interfaz del
complejo CCE—quimopapaina, que presenté 104 contactos contra 70 del complejo CCE—actinidina.
En la Figura 6.1 se muestran esquematicamente los contactos de la interfaz de cada complejo. El
mayor numero de interacciones en la interfaz del complejo CCE—quimopapaina sugiere una mayor

entalpia de union.
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Quimopapaima CCE

Lys156 @@ Glu20
Lys64 @ - @D GIn55

Gly65 Glyl1l
Glyes @ @D Giyl2
His159 @D
Giy23 @ - 1156
Leul33 @D -
Leuls7 @ Leu9
Asp158 i Lys54
Trp26 m Vall0
Cys25 Q

Actinidina CCE
Glyes @ @D Vallo
Met211 @D
val160 @@ Leud
Tyres @

Asplol @ - @D vals7
His162 @D

Gin19 @0 @D Alas8
Giy20 @ @D Tyr102
D Serl13

G2l @ @D Lys114
Trp184 @0 @D Gly59

Ala3e @D - @D Vals0 145 @D @D Val6o
Tyr67 @HH@D Pro13  Gini46 @D - @D Prol05
Gy @D Trp188 @D
Lys139 -I ||‘|.|‘\|_|- Argl5 Asp185 I Trpl06
Giy137 @D @D Tyr62  pyr187 @ @D Gin107
Asn1S @D
Gly20 -I I mﬂ- Ala58

Cys22(_ D

A1 @D

Trp181 @+ @D Vals7
@D GIys9

Trp185 @ @D Prol05

Lys145 @

Glnl42 Trp106

Asn184 @D ~- GIn107

Gly186 @D

Tyrlds @

Leu1s3 @D - @D Gly108

Figura 6.1 Aminoacidos que interaccionan en la interfaz de los complejos. A la izquierda se muestran las interacciones
existentes en la interfaz del complejo CCE—quimopapaina y a la derecha las interacciones existentes en la interfaz del
complejo CCE-actinidina. Los residuos cargados positivamente, estan de color azul (H,K,R); los residuos cargados
negativamente estan en rojo (D,E); los que presentan carga neutra estan resaltados de color verde (S,T,N,Q) ; los alifaticos
de color gris (A,V,L,I,M) ;los aromaticos de color morado (F,Y,\W); y la Prolina y la Glicina de color Naranja (P,G), las
interacciones existentes se representan con lineas con el codigo de colores: puentes de hidrégeno, puentes salinos y

. Para el caso de , €l ancho de la linea a rayas es proporcional al nimero de contactos

atémicos.

En la Tabla 6.1 se resumen los pardametros asociados a la interfaz de los complejos CCE—actinidina
y CCE—quimopapaina. La interfaz del complejo CCE-actinidina es predominantemente no polar
(69.0 % de area no polar) y en mayor porcentaje que la interfaz del complejo del complejo con

quimopapaina (59.3 % de area no polar); en consecuencia, el area polar de la interfaz de este dltimo
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complejo es aproximadamente un 10 % mayor en comparacién con el complejo de actinidina. En
ambos casos los modelos semiempiricos basados en las &reas de la interfaz, predicen un caracter
exotérmico para la union. La mayor area polar del complejo CCE—quimopapaina concuerda con el
mayor numero de enlaces de hidrégeno y otras interacciones polares (ver Tabla A3 del apéndice), lo
cual se refleja en un 4Hu més negativo (Tabla 6.1) y sugiere una mayor afinidad que la del complejo
CCE-actinidina.

Tabla 6.1. Comparacion entre las interfaces de los complejos CCE—actinidina y CCE—quimopapaina

Parametros CCE—actinidina | CCE- quimopapaina
AASA (4?) -1555.8 -2455.5
AASAap (A?) -1073.7 (69.0%) -1455.9 (59.3%)
AASAp (4% -482.1 (31.0%) -999.6 (40.7%)
Residuos 27 47
Puentes de Hidrégeno 7 9
Puentes Salinos 1 2
AHy Garcia & Hernandez (kJ/mol) -7.69 -38.5
AHu Lugue & Freire (kJ/mol) -25.4 -79.9

En el complejo CCE—actinidina los residuos que contribuyen mas favorablemente a la energia libre
de unidn de acuerdo con los calculos de MM-PBSA (Figura 5.22) son la Leu9B formando un puente
de hidrégeno con Vall60A, ademas de diferentes interacciones con otros residuos (Met211A,
Tyr69A, Aspl61A, Hisl62A), el Trpl06B que forma un puente de hidrégeno con la Aspl05A e
interacciona ademas con el Trpl84A, Lys145A, GInl46A, Trpl88A, Aspl85Ay Thrl87A.

6.5 Caracterizacion termodinamica de los complejos por ITC

Para el complejo CCE—actinidina se obtuvieron valores de 4Hu de -26.3 kJ/mol y de 4Gu de -35.7
kJ/mol, de lo cual se desprende que la formacién del complejo es exotérmica y espontanea. Por otra
parte, la contribucion entrépica (T 4Su) fue de 9.4 kJ/mol, favoreciendo de igual manera la union del
complejo. El valor de 4Hu obtenido concuerda muy bien con el valor estimado mediante las
contribuciones polares y no polares al area superficial accesible al solvente usando los coeficientes
de proporcionalidad de Luque & Freire* que fue de -25.4 k/mol.

Debido a que la actinidina es una proteasa que sufre de auto hidrolisis se hizo necesario bloquear el grupo
sulfhidrilo de la cisteina catalitica antes de su purificacion. Para ello se uso el metilmetanotiosulfonato

como inhibidor, por tanto, los parametros termodindmicos que aqui se muestran fueron calculados con
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su cisteina catalitica bloqueada, lo cual no impide la formacién del complejo. Abrahamson & Bjork
(1992)"* determinaron las constantes cinéticas de asociacion y disociacion del complejo
actinidina—CCH con diferentes agentes bloqueadores. Para el caso del bloqueo con
metilmetanotiosulfonato reportaron una constante de unién de 7.6 + 0.5 x 10° M, mientras que sin
blogueo la afinidad fue de 5.3 +1.0 x 10" M. Para el complejo actinidina—~CCE obtuvimos un valor
de constante de union de 1.16 x 10° M, que es similar al valor antes mostrado para el complejo con
la cistatina C silvestre.

Al comparar los sistemas CCE—actinidina y CCE—quimopapaina notamos que el primero tiene un
valor de 4Gu menos negativo en comparacion con el segundo (Tabla 6.2), lo que indica que el
complejo con actinidina es menos estable. Las firmas termodinamicas son diferentes pues en el caso
del complejo CCE—actinidina las contribuciones entalpica y entropica son ambas favorables a la
union, mientras que para el complejo CCE—quimopapaina la contribucion entrdpica es desfavorable
(Tabla 6.2), esta diferencia en las contribuciones entrdpicas puede ser explicada por varias razones.
Cuando dos proteinas se unen para formar un complejo, sus grados de libertad (movimientos de
rotacion y traslacién) se reducen, por tanto, si un complejo tiene mas restricciones en los
movimientos internos o en los grados de libertad conformacionales en comparacion con otro
complejo, la contribucion entropica sera menor. En este caso el complejo CCE—quimopapaina es
mas rigido en comparacion con el complejo CCE—actinidina, debido a que en su interfaz presenta
una mayor cantidad de contactos atomicos, mayor numero de enlaces de hidrogeno y un puente salino
mas, asimismo tendra una menor entropia conformacional puesto que tiene menos posibilidades de
flexion y movimiento interno.

Otra razon es que la formacion de un complejo también puede liberar o restringir moléculas de agua
previamente ordenadas alrededor de la superficie de las proteinas. Si esta formacion resulta en una
menor liberacion de moléculas de agua ordenadas en comparacion con un segundo complejo, la
contribucion entrépica sera menor. En este sentido el complejo CCE—actinidina presenta un mayor
porcentaje de area apolar en su interfaz, 69.0 % contra un 59.3% del complejo CCE—quimopapaina,
esto indica que hay una mayor cantidad de residuos hidrofébicos, por tanto, un mayor desplazamiento
de moléculas de agua en la formacion del complejo CCE-actinidina y una mayor contribucion
entropica.

El valor de la constante de unién del complejo CCE—quimopapaina (12.0 x 10° M) es mayor

comparado con el del complejo CCE—actinidina (1.16 x 10° M) y la entalpia de uniéon es mas
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exotérmica para el complejo CCE—quimopapaina, lo cual se ve reflejado en una mayor area polar,

un mayor nimero de contactos atdbmicos en la interfaz y una mayor afinidad. En la Tabla 6.2 se

resumen las firmas termodindmicas para la union de los complejos CCE-actinidina y

CCE—quimopapainaa pH 7.0y 35°C.

Tabla 6.2. Comparacion de las firmas termodinamicas de la union del complejo CCE—actinidina y CCE—quimopapaina

apH 7.0y 35°C.

CCE—actinidina 1.16

-35.7

-26.3

94

CCE—quimopapaina 12.0

-41.7

-46.1

-4.4
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7. CONCLUSIONES

Se purific a homogeneidad la actinidina aislada del fruto del kiwi, se expreso y purificd la cistatina
C humana variante L47C/G69C (CCE), manteniendo ambas proteinas su integridad estructural y

funcional.

Se modeld la estructura del complejo CCE—actinidina, mostrando una interfaz mayormente apolar,

lo que sugiere que la contribucidn entrdpica debe ser favorable.

La simulacion de dinamica molecular mostrd que el complejo CCE—actinidina es estable y ambas
proteinas se mantienen unidas por puentes de hidrogeno, puentes salinos e interacciones de van der
Waals.

Se determinaron los parametros termodinamicos para la asociacion del complejo CCE—actinidina a

pH 7.0 y 35.0 °C, tanto el componente entalpico como el entropico favorecen esta union.

Las interacciones de CCE tanto con quimopapaina como con actinidina son exotérmicas; sin
embargo, el complejo CCE—quimopapaina muestra una afinidad mayor que el CCE—actinidina, con

una constante de unién 10.3 veces més alta y una entalpia de union 1.75 veces mas negativa.
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8. PERSPECTIVAS

Determinar los parametros termodinamicos para la asociacion del complejo CCE—actinidina a
diferentes temperaturas para determinar el cambio en la capacidad calorifica de unién mediante la

ecuacion integrada de van't Hoff y por calorimetria de titulacion isotérmica.
Resolver la estructura cristalografica del complejo CCE-actinidina por difraccion de rayos X.

Determinar los pardmetros termodindmicos de la interaccion entre la cistatina C humana y la

catepsina K humana y analizar la interfaz del complejo.
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APENDICE
A. Simulacién de dindmica molecular
A.1l. Simulacién de DM de la CCE

De acuerdo con el perfil de RMSF de las simulaciones de dinamica molecular realizado a la cistatina
C estabilizada se puede apreciar la movilidad existente en su extremo amino terminal en la figura
E1, mientras las otras partes de la proteina se mantiene estable, con pocas fluctuaciones. Asimismo,
en la figura E2 se aprecia el perfil de RMSD del mismo inhibidor.
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Figura Al. Proyeccion de Energia libre de paisaje (Free Energy Landscape, FEL) sobre los primeros componentes
principales obtenidos de la simulacion con el modelo CCE—actinidina.
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Figura A2. Distribucion respecto al tiempo de cada cluster definido con las trayectorias aisladas de los minimos de
energia obtenidos del PCA.
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Figura A3. Distribucién de snapshots o frames de los clusteres definidos con las trayectorias aisladas de los minimos
de energia de la simulacién de dinamica molecular
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Figura A4. Distancia relativa entre clusters y superposicion de los 4 clusters obtenidos.
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Tabla Al. Lista de contactos en la interfaz del complejo CCE—actinidina con un radio de corte de 4.0 A.

No. Atomo Residuo Cadena No. Atomo Residuo Cadena Distancia

1. 285 CG GLN 19 A <--> 4650 OH TYR 102 B 3.82
2. 288 CD GLN 19 A <--> 3950 O ALA 58 B 3.68
3. 289 OEl GLN 19 A <--> 3950 O ALA 58 B 3.71
4. 290 NE2 GLN 19 A <--> 3950 O ALA 58 B 2.72
5. 290 NE2 GLN 19 A <--> 4650 OH TYR 102 B 3.31
6. 301 O GLY 20 A <--> 4652 CE2 TYR 102 B 3.89
7. 301 O GLY 20 A <--> 4649 CZ TYR 102 B 3.68
8. 306 CB GLU 21 A <--> 4817 OG SER 113 B 3.71
9. 314 OE2 GLU 21 A <--> 4834 CE LYS 114 B 3.28
10. 314 OE2 GLU 21 A <--> 4837 NZ LYS 114 B 3.61
11. 963 N GLY 68 A <--> 3217 CGl VAL 10 B 3.85
12. 977 CG TYR 69 A <--> 3205 CD2 LEU 9 B 3.69
13. 978 CD1 TYR 69 A <--> 3205 CD2 LEU 9 B 3.77
14. 2122 © LYS 145 A <--> 4702 CB TRP 106 B 3.45
15. 2111 CD LYS 145 A <--> 4688 CG PRO 105 B 3.66
16. 2114 CE LYS 145 A <--> 3968 CG2 VAL 60 B 3.78
17. 2133 CD GLN 146 A <--> 4697 O PRO 105 B 3.71
18. 2134 OEl GLN 146 A <--> 4696 C PRO 105 B 3.50
19. 2134 OEl GLN 146 A <--> 4697 O PRO 105 B 3.33
20 2134 OEl GLN 146 A <--> 4691 CB PRO 105 B 3.40
21. 2134 OEl1 GLN 146 A <--> 4698 N TRP 106 B 3.77
22. 2135 NE2 GLN 146 A <--> 4696 C PRO 105 B 3.79
23. 2135 NE2 GLN 146 A <--> 4697 O PRO 105 B 3.02
24. 2318 C VAL 160 A <--> 3194 CA LEU 9 B 3.86
25. 2319 O VAL 160 A <--> 3190 N LEU 9 B 2.97
26. 2319 O VAL 160 A <--> 3194 CA LEU 9 B 3.06
27. 2319 © VAL 160 A <--> 3196 CB LEU 9 B 3.88
28. 2322 CA ASP 161 A <--> 3210 O LEU 9 B 3.56
29. 2322 CA ASP 161 A <--> 3201 CDl1 LEU 9 B 3.79
30. 2330 C ASP 1ol A <--> 3210 O LEU 9 B 3.71
31 2330 C ASP 161 A <--> 3201 CD1 LEU 9 B 3.48
32. 2331 © ASP 161 A <--> 3210 O LEU 9 B 3.15
33. 2331 O ASP 16l A <--> 3201 CDl1 LEU 9 B 3.59
34. 2331 O ASP 1ol A <--> 3941 N ALA 58 B 3.39
35. 2329 0D2 ASP 161 A <--> 3931 CG1l VAL 57 B 3.81
36 2332 N HIS 162 A <--> 3201 CD1 LEU 9 B 3.71
37 2340 ND1 HIS 162 A <--> 3943 CA ALA 58 B 3.49
38. 2685 O TRP 184 A <--> 4650 OH TYR 102 B 3.53
39 2669 CG TRP 184 A <--> 4713 CH2 TRP 106 B 3.64
40 2670 CD1 TRP 184 A <--> 4711 (Cz2 TRP 106 B 3.53
41. 2670 CD1 TRP 184 A <--> 4713 CH2 TRP 106 B 3.48
42. 2683 CD2 TRP 184 A <--> 4713 CH2 TRP 106 B 3.48
43. 2672 NE1 TRpP 184 A <--> 4711 CzZ2 TRP 106 B 3.62
44 . 2672 NE1 TRP 184 A <--> 4715 (Cz3 TRP 106 B 3.71
45. 2672 NE1 TRP 184 A <--> 4713 CH2 TRP 106 B 3.29
46. 2674 CE2 TRP 184 A <--> 4715 CZ3 TRP 106 B 3.52
47. 2674 CE2 TRpP 184 A <--> 4713 CH2 TRP 106 B 3.33
48. 2681 CE3 TRP 184 A <--> 3951 N GLY 59 B 3.79
49. 2681 CE3 TRP 184 A <--> 3953 CA GLY 59 B 3.84
50 2675 CZ2 TRpP 184 A <--> 4715 CZ3 TRP 106 B 3.69
51 2690 CB ASP 185 A <--> 4708 ©NE1 TRP 106 B 3.59
52. 2690 CB ASP 185 A <--> 4711 (Cz2 TRP 106 B 3.72
53. 2693 CG ASP 185 A <--> 4708 NE1 TRP 106 B 3.59
54. 2693 CG ASP 185 A <--> 4734 NE2 GLN 107 B 3.78
55. 2694 0OD1 ASP 185 A <--> 4734 NE2 GLN 107 B 3.69
56 2695 O0OD2 ASP 185 A <--> 4706 CDl TRP 106 B 3.89
57 2695 0OD2 ASP 185 A <--> 4708 NE1 TRP 106 B 3.07
58 2695 0D2 ASP 185 A <--> 4734 NE2 GLN 107 B 3.25
59 2724 C THR 187 A <--> 4706 CDl1 TRP 106 B 3.76
60 2725 0O THR 187 A <--> 4706 CDl TRP 106 B 3.72
61 2716 CB THR 187 A <--> 4734 ©NE2 GLN 107 B 3.85
62. 2722 0OGl THR 187 A <--> 4706 CDl1 TRP 106 B 3.44
63. 2722 0OGl THR 187 A <--> 4708 ©NE1 TRP 106 B 3.59
64. 2722 0OGl THR 187 A <--> 4729 CG GLN 107 B 3.04
65. 2722 0OGl THR 187 A <--> 4732 CD GLN 107 B 3.29
66. 2722 0OGl THR 187 A <--> 4734 NE2 GLN 107 B 2.87
67 2718 CG2 THR 187 A <--> 4734 NE2 GLN 107 B 3.75




68. 2726 N TRP 188 A <--> 4706 CDl1 TRP 106 B 3.69
69. 2726 N TRP 188 A <--> 4708 NE1 TRP 106 B 3.52
70. 3063 SD MET 211 A <--> 3205 CD2 LEU 9 B 3.61

Tabla A2. Lista de contactos en la interfaz del complejo CCE—quimopapaina con un radio de corte de 4.0 A.

No. Atomo Residuo Cadena No. Atomo Residuo Cadena Distancia

1. 280 0Dl ASN 18 A <--> 4053 CB ALA 58 B 3.23
2. 307 N GLY 20 A <--> 4053 CB ALA 58 B 3.85
3. 308 CA GLY 20 A <--> 4053 CB ALA 58 B 3.83
4. 310 O GLY 20 A <--> 4037 CB VAL 57 B 3.72
5. 310 O GLY 20 A <--> 4051 N ALA 58 B 3.39
6. 310 O GLY 20 A <--> 4053 CB ALA 58 B 3.44
7. 318 O ALA 21 A <--> 4038 CGl VAL 57 B 3.74
8. 329 O CYS 22 A <--> 4036 CA VAL 57 B 3.78
9. 335 CA GLY 23 A <--> 4023 O ILE 56 B 3.75
10. 337 O GLY 23 A <--> 3327 O VAL 10 B 3.34
11. 355 SG CYS 25 A <--> 3327 O VAL 10 B 3.62
12. 367 CDl TRP 26 A <--> 3303 CG LEU 9 B 3.86
13. 367 CD1 TRP 26 A <--> 3327 O VAL 10 B 3.52
14. 369 NE1 TRP 26 A <--> 3326 C VAL 10 B 3.74
15. 369 NE1 TRP 26 A <--> 3327 O VAL 10 B 3.17
16. 936 CA LYS 64 A <--> 3340 O GLY 11 B 3.63
17. 942 C LYS 64 A <--> 3340 O GLY 11 B 3.75
18. 938 CG LYS 64 A <--> 4004 OEl GLN 55 B 3.90
19. 957 N GLY 65 A <--> 3339 ¢C GLY 11 B 3.68
20 957 N GLY 65 A <--> 3340 O GLY 11 B 2.88
21. 958 CA GLY 65 A <--> 3340 O GLY 11 B 3.81
22. 958 CA GLY 65 A <--> 3345 CA GLY 12 B 3.86
23. 959 C GLY 65 A <--> 3345 CA GLY 12 B 3.78
24. 967 O GLY 66 A <--> 3338 CA GLY 11 B 3.85
25. 967 O GLY 66 A <--> 3339 C GLY 11 B 3.65
26. 967 O GLY 66 A <--> 3344 N GLY 12 B 3.30
27. 967 O GLY 66 A <--> 3345 CA GLY 12 B 3.84
28. 978 CE2 TYR 67 A <--> 3357 O PRO 13 B 3.71
29. 979 CZ TYR 67 A <--> 3357 O PRO 13 B 3.60
30 980 OH TYR 67 A <--> 3351 N PRO 13 B 3.78
31 980 OH TYR 67 A <--> 3356 C PRO 13 B 3.84
32. 980 OH TYR 67 A <--> 3357 O PRO 13 B 2.77
33. 980 OH TYR 67 A <--> 3355 CD PRO 13 B 3.80
34. 2008 CD2 LEU 133 A <--> 3304 CDl LEU 9 B 3.53
35. 2008 CD2 LEU 133 A <--> 3305 CD2 LEU 9 B 3.78
36 2057 © ALA 136 A <--> 4072 CG2 VAL 60 B 3.54
37 2066 O GLY 137 A <--> 3531 NH2 ARG 25 B 2.96
38 2066 O GLY 137 A <--> 4107 OH TYR 62 B 3.53
39 2071 CcA GLY 138 A <--> 3531 NH2 ARG 25 B 3.85
40 2077 N LYs 139 A <--> 3529 CZ ARG 25 B 3.72
41. 2077 N LYS 139 A <--> 3530 NH1 ARG 25 B 3.87
42. 2077 N LYS 139 A <--> 3531 NH2 ARG 25 B 3.74
43. 2079 CB LYS 139 A <--> 3528 NE ARG 25 B 3.90
44, 2140 C GLN 142 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.47
45. 2141 O GLN 142 A <--> 4795 CA PRO 105 B 3.81
46. 2141 O GLN 142 A <--> 4799 C PRO 105 B 3.88
47. 2141 O GLN 142 A <--> 4808 N TRP 106 B 3.02
48. 2141 © GLN 142 A <--> 4809 CA TRP 106 B 3.67
49. 2141 O GLN 142 A <--> 4832 N GLN 107 B 3.70
50 2141 O GLN 142 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.47
51 2135 CB GLN 142 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.77
52. 2138 OEl GLN 142 A <--> 4062 CA GLY 59 B 3.85
53. 2150 N LEU 143 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.65
54. 2151 CA LEU 143 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.78
55. 2153 CG LEU 143 A <--> 4840 O GLN 107 B 3.69
56 2153 CG LEU 143 A <--> 4850 CA GLY 108 B 3.76
57 2180 O TYR 144 A <--> 4816 CE3 TRP 106 B 3.68
58 2191 CA LYS 145 A <--> 4818 CZ3 TRP 106 B 3.53
59 2192 CB LYS 145 A <--> 4818 (Cz3 TRP 106 B 3.48
60 2193 CG LYS 145 A <--> 4816 CE3 TRP 106 B 3.52
61 2193 CG LYS 145 A <--> 4818 (CzZ3 TRP 106 B 3.48
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.47
.80
.31
.40
.15
.95
.64
.90
.75
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.58
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.51
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.88
.21
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.00
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Tabla A3. Numero de contactos formados en la interfaz de los complejo actinidina—CCE y quimopapaina—CCE con

un radio de corte de 4.0 A.

Contacto | ACT-CCE | QMP-CCE
C-C 17 17
C-N 6 6
C-0 6 17
S-C 1 0
N-C 8 8
N-O 3 7
N-N 1 2
0O-C 15 32
O-N 9 10
0-0 4 4
S-0 0 1

TOTAL 70 104
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