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GLOSARIO
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi. Esta
enfermedad puede ocasionar fallas cardiacas en estadios crénicos y es un problema de salud
publica de magnitud global. Debido a la baja eficacia del tratamiento farmacoldgico en etapas
crénicas, actualmente se buscan nuevas alternativas terapéuticas basadas en vacunas de
proteinas recombinantes. Ensayos en modelos murinos y caninos han demostrado que el
antigeno TSA-1 es buen candidato para el desarrollo de estas vacunas. La produccidn
heterdloga de TSA-1 es eficiente en E. coli, pero se expresa en agregados de proteina mal
plegada conocidos como cuerpos de inclusién. Como alternativa para evitar la etapa de
replegamiento, se propuso usar un andamio molecular para generar proteinas quiméricas que
incluyan los epitopos de TSA-1 y que se expresen mayoritariamente en forma soluble. La
chagasina, un inhibidor de cisteina proteinasas (CPs), es un factor de virulencia de T. cruzi, se
expresa en forma soluble en E. coli y es un potencial como andamio molecular. En un estudio
previo en el grupo de trabajo se generaron quimeras de la chagasina incorporando epitopos
de TSA-1 en los giros L4 y L6. Se sabe que los residuos conservados de L4 y L6 interaccionan
con las CPs y contribuyen a la inhibicién de alta afinidad.

El objetivo de este proyecto fue estudiar el efecto de las modificaciones en las secuencias de
los giros L4 y L6 de la chagasina en: a) la solubilidad de las quimeras recombinantes, estimada
por métodos bioinformaticos; b) su expresidn en la cepa de E. coli SoluBL21; c) su purificacidon
por cromatografiay d) la inhibicion de la actividad enzimatica de la catepsina L por las quimeras
recombinantes Q4, Q8, Q20 y Q45.

Se demostrd que los servidores SoDoPe, Solart, CamSol y AggresCan son una alternativa
recomendable para predecir la solubilidad de proteinas recombinantes a expresarse en E. coli.
También se observé que la solubilidad de la proteina mejora cuando se expresa en la cepa de
E. coli SoluBL21 para la expresion de las proteinas a 25 °C y que la modificacién en giros L4 y
L6 de la chagasina por los epitopos de TSA-1, afecta negativamente la solubilidad y actividad

inhibitoria de las quimeras recombinantes.



ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi. This disease can cause
heart failure in chronic stages and is a public health problem of global magnitude. Due to the
low efficacy of pharmacological treatment in chronic stages, new therapeutic alternatives
based on recombinant protein vaccines are currently being sought. Assays in murine and
canine models have shown that the TSA-1 antigen is a good candidate for the development of
these vaccines. Heterologous production of TSA-1 is efficient in E. coli but is expressed in
aggregates of misfolded protein known as inclusion bodies. As an alternative to avoid the
refolding step, it was proposed to use a molecular scaffold to generate chimeric proteins that
include TSA-1 epitopes and that are mostly expressed in soluble form. Chagasin, a cysteine
proteinase (CP) inhibitor, is a virulence factor of T. cruzi, is expressed in soluble form in E. coli,
and is a potential molecular scaffold. In previous studies, chagasin chimeras were generated
incorporating TSA-1 epitopes in the L4 and L6 turns. Conserved L4 and L6 residues are known
to interact with CPs and contribute to high affinity inhibition.

The objective of this project was to study the effect of modifications in chagasin L4 and L6 turn
sequences on: a) the solubility of recombinant chimeras, estimated by bioinformatics
methods; b) its expression in the E. coli strain SoluBL21; c) its purification by chromatography
and d) the inhibition of the enzymatic activity of cathepsin L by the recombinant chimeras Q4,
Q8, Q20 and Q45.

The SoDoPe, Solart, CamSol and AggresCan servers were shown to be a recommended
alternative to predict the solubility of recombinant proteins to be expressed in E. coli. It was
also observed that the solubility improves, when the strain of E. coli SoluBL21 is used for the
expression of the proteins at 25 ° C and that the modification in L4 and L6 turns of the chagasin
by the TSA-1 epitopes, negatively affects the solubility and inhibitory activity of recombinant

chimeras.



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de chagas
La enfermedad de Chagas es causada por el pardsito protozoario Trypanosoma cruzi, la cual se
transmite principalmente de forma vectorial por la picadura del insecto de la subfamilia
Triatominae del género Triatoma conocido coloquialmente como “chinche besucona”. Esta
enfermedad es un problema de salud publica y de acuerdo a los datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) afecta alrededor de 7 millones de personas distribuidas por toda
América, desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, localizadas mayormente en areas
habitadas por personas con bajos recursos econdmicos (Murillo, 2018). Inicialmente, la
enfermedad de Chagas estaba confinada a las zonas rurales de la Regidn de las Américas,
principalmente América Latina y debido a la mayor movilidad de la poblacion en los ultimos
decenios, la mayoria de las personas infectadas ha pasado a vivir en entornos urbanos (proceso
de urbanizacién) y la enfermedad se ha ido detectando cada vez mas en los Estados Unidos de
América, Canadd, en muchos paises europeos y en algunos africanos, del Mediterrdneo

Oriental y del Pacifico Occidental (Figura 1).

Actualmente, la enfermedad de Chagas, es clasificada como una de las principales
enfermedades tropicales desatendidas (NTDs, por sus siglas en inglés) y se cataloga como una
enfermedad crénica silenciosa y potencialmente mortal. En México se estima que 1.1 millones
de personas estan infectadas y las mayores tasas de incidencia se registraron en Yucatdn,
Oaxaca e Hidalgo. De acuerdo con la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), existen un
total de 18 4reas endémicas dentro del pais ubicadas en el sureste y estas areas incluyen los

estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos,
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todas ellas con dreas rurales. Asi mismo, es la parasitosis de mayor importancia tanto por su
morbilidad-mortalidad debido a su impacto socioecondmico con pérdidas de alrededor de 7.2
mil millones de ddlares anuales (Ramsey et al., 2003; Dumonteil et al., 2012). Las principales
rutas de transmision en paises no endémicos son la transfusién de sangre, el trasplante de
drganos, por el consumo de alimentos contaminados con el parasito o por el paso congénito

(Dorn et al., 2007).

Figura 1. Casos reportados de enfermedad de Chagas en diferentes paises no endémicos y su
transmision. En América Latina se considera en riesgo de infeccién a un minimo de 110
millones de individuos en 21 paises (Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay, Peru, Ecuador,
Bolivia, Venezuela, Colombia, Guyana Francesa, Guyana, Surinam, Costa Rica, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Panam3, Belice, Guatemala y México). Los movimientos poblacionales
han modificado el perfil epidemiolédgico de esta enfermedad y la han convertido en un riesgo
mundial, y emergente en paises no endémicos (Estados Unidos, Canada, Australia, Japon,
Francia, Espafa, Bélgica, Portugal, Suiza, Gran Bretaiia, Irlanda del Norte, Italia, Alemania,
Austria, Croacia, Dinamarca, Luxemburgo, Noruega, los Paises Bajos, Rumania y Suecia)

(Organizacién Mundial de la Salud, 2013).
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1.2 Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi es un parasito flagelado perteneciente a la familia de los tripanosomatidos,

incluida en el orden de los cinetoplastidos de la clase Zoomastigina (Deras, 2011).

1.2.1 Morfologia

Las diferentes etapas morfoldgicas de T. cruzi se dividen en amastigotes, epimastigotes y
tripomastigotes, las cuales son consecuencia de una serie de cambios metabdlicos vy
estructurales en respuesta a los mecanismos adaptativos que el pardsito ejerce para infectar
a sus diferentes hospederos. Estas etapas se diferencian entre si principalmente por la posicién
del cinetoplasto, una estructura exclusiva del orden Kinetoplastida en cuyo interior se localiza
el ADN mitocondrial, con relacién al nucleo y la presencia o no del aparato flagelar.

Los amastigotes son la forma intracelular del parasito, y se encuentran en los tejidos de los
hospederos mamiferos infectados (Figura 2A). Poseen un cinetoplasto anterior al nucleo y
carecen de flagelo por lo que su movimiento es mayormente rotatorio. Tienen un diametro
aproximado de ~2 a 6.5 um y se multiplican por fisién binaria longitudinal cada 12 horas, hasta
provocar la lisis de las células infectadas. A su vez, los epimastigotes de ~20 a 40 um se
encuentran en el tracto digestivo de los insectos vectores (Figura 2B). Su cinetoplasto se
localiza en la porcidn anterior de la célula y son flagelados. Poseen una intensa actividad
replicativa por fisidén binaria longitudinal. El tercer estadio corresponde a los tripomastigotes,

de ~ 17 um de didmetro (Figura 2C). Es la etapa del ciclo vital de T. cruzi que carece de
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capacidad replicativa, cuentan con flagelo y es la forma extracelular e infecciosa del parasito.
Se le encuentra tanto en los insectos vectores como en el hospedero final, en forma de
tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes sanguineos, respectivamente. Al ser flagelados

les confiere una gran capacidad de desplazamiento (de Souza et al., 2010).

Anteri
A rrarner, Flagellum

Basal
Body

Kinatoplast

Muclear

Pasterior

Amastigote

B Antestor C ——— Anterior

/ Posterior
Trypomastigote

Posterior

Epimastigote

Figura 2. Estadios morfoldgicos de Trypanosoma cruzi. A) Amastigote. B) Epimastigote. C)
Tripomastigote. Se diferencian principalmente por la posicidn del cinetoplasto con relacién al
nucleo y la presencia o no de la estructura flagelar. (Adaptado de Alba Soto & Gonzalez Cappa,

2019) .
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1.2.2 Ciclo de vida

El pardsito es transmitido a los humanos principalmente a través de una gran variedad de
especies de artropodos hematodfagos, de hdbitos nocturnos e intradomiciliarios que
pertenecen a la subfamilia Triatominae (triatominos), mejor conocidos como chinches
besuconas. Hay mas de 100 especies diferentes de triatominos, entre ellas T. barberi, T.
dimidiata y M. pallidipennis son considerados como los vectores mas comunes en México por
su amplia distribucién geografica y capacidad para transmitir al parasito (Ramsey et al., 2015).
Los triatominos al momento de alimentarse de sangre expulsan tripomastigotes metacicliclos
en sus deyecciones, por lo que los parasitos entran al torrente sanguineo por accion mecanica

por parte del hospedero, que al rascarse arrastra las heces hacia heridas y/o mucosas.

Cuando entran en una célula humana, se convierten en amastigotes. Esta es una etapa
reproductiva a través de la mitosis. Después de la reproduccién, una gran cantidad de
amastigotes se encuentran en la célula infectada, formandose pseudoquistes. El amastigote se
convierte de nuevo en tripomastigote sanguineo y la célula se rompe. El tripomastigote
sanguineo vuelve a infectar otra célula repitiéndose el ciclo de multiplicacién. Una vez que
ingresa a torrente sanguineo, y después de presentar cambios morfoldgicos, T. cruzi puede

afectar diversos 6rganos, principalmente corazén, eséfago y colon.

Cuando el triatomino pica a un hospedador infectado, algunos tripomastigotes sanguineos
pasan a él a través de la sangre al intestino del insecto, posteriormente se transforman en
epimastigotes, los cuales constituyen una segunda etapa reproductiva. Después de la

reproduccién a través de mitosis, los epimastigotes pasan al recto. Alli se convierten en
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tripomastigotes metaciclicos y se evacuan a través de las heces. Las heces pueden infectar a

un nuevo hospedador, repitiéndose el ciclo (Figura 3) (Moretti et al., 2020).

Differentiation of non-infective to infective forms
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Figura 3. Ciclo vital de Trypanosoma cruzi. El triatomino vector infectado libera heces y

parasitos de T. cruzi cerca del sitio de la picadura. El parasito en forma de tripomastigote

metaciclico invade las células, se diferencian en amastigotes y se multiplican por fisién binaria,

posteriormente se liberan en forma de tripomastigote sanguineo para infectar al huésped e

ingresan al torrente sanguineo cuando la enfermedad de Chagas aguda se vuelve crénica. La

replicacion se reanuda solo cuando los parasitos ingresan a otra célula o son ingeridos por el

triatomino al alimentarse de sangre humana que contiene pardsitos circulantes. Los

tripomastigotes ingeridos se transforman en epimastigotes en el intestino del vector. Los

parasitos se multiplican y diferencian en el intestino medio en tripomastigotes metaciclicos

infecciosos.
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1.2.3 Manifestaciones clinicas

La enfermedad se caracteriza por tres fases: aguda, indeterminada o latente y crdnica. El
periodo de incubacién es de 7 a 14 dias (Murgueitio, 2017). Segun la OMS, la fase aguda dura
aproximadamente dos meses después de contraerse la infeccién. Durante esa fase aguda
circulan por el torrente sanguineo una gran cantidad de parasitos, pero en la mayoria de los
casos no hay sintomas o estos son leves y no especificos. En menos del 50 % de las personas
picadas por un triatomino se puede presentar fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de
ganglios linfaticos, palidez, dolores musculares, dificultad para respirar, hinchazén y dolor

abdominal o toracico.

Durante la fase crdnica, los pardsitos permanecen ocultos principalmente en el musculo
cardiaco y digestivo. Hasta un 30 % de los pacientes sufren trastornos cardiacos y hasta un 10
% presentan alteraciones digestivas (agrandamiento del eséfago o del colon), neurolégicas o
mixtas. Con el paso de los afios, la infeccion puede causar muerte subita por arritmias o
insuficiencia cardiaca progresiva como consecuencia de la destruccion del musculo cardiacoy

sus inervaciones.
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1.3 Tratamiento farmacolégico

Se han ensayado multiples farmacos para el tratamiento de esta enfermedad, sin embargo, los
Unicos farmacos que por razones éticas y de eficacia se prescriben son: Nifurtimox [NF]
(Lampit®) y Benznidazol [BNZ] (Ragonil®, Rochagan®, Radanil®) (Reyes PA, 2007). Ambos
medicamentos son eficaces casi al 100 % para curar la enfermedad si se administran al
comienzo de la infeccion en la etapa aguda. Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que
transcurre el tiempo de la infeccion, y las reacciones adversas son mas frecuentes en edades
avanzadas. Ademas, presentan otras multiples limitaciones en el manejo terapéutico como
contraindicacién durante el embarazo, elevado costo, prolongados regimenes de medicaciéon
y multiples efectos secundarios que resultan en el abandono del tratamiento (Pérez-Molina et
al., 2015). Debido a la baja eficacia que ha presentado el tratamiento farmacolégico en etapas
crénicas y a las reacciones adversas, se han buscado nuevas alternativas terapéuticas basadas

en vacunas de proteinas recombinantes.

1.4 Vacuna terapéutica basada en TSA-1

La proteina de superficie de T. cruzi, TSA-1 (Trypomostigote Surface Antigen) por sus siglas en
inglés, estd implicada en el proceso de penetracion a las células del hospedero al igual que el
antigeno Tc24. Mediante ensayos en modelos murinos y caninos con vacunas de ADN o

proteinas recombinantes se ha demostrado que los antigenos TSA-1 y Tc24 son buenos
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candidatos para el desarrollo de una vacuna terapéutica contra la enfermedad de Chagas
(Dumonteil et al., 2004; Dumonteil et al., 2012; Martinez-Campos et al., 2015) y despiertan la
respuesta de linfocitos de personas infectadas (Villanueva-Lizama et al., 2018), mejorando la

respuesta inmunitaria del cuerpo.

El antigeno Tc24 se produce en forma soluble, estable y con alto rendimiento en E. coli (Biter
et al., 2018). Por otro lado, TSA-1, una proteina de 85 kDa perteneciente a la familia de las
trans-sialidasas pero sin actividad enzimdatica (Pereira-Chioccola & Schenkman, 1999), se
expresa de manera eficiente en E. coli pero en forma de agregados de proteina mal plegada
conocidos como cuerpos de inclusidn. Estos agregados de proteina mal plegada que se
generan in vivo durante la produccidn, limita la expresion de TSA-1 a gran escala debido al paso

de replegamiento que se requiere (de la Cruz et al., 2019).

El amino terminal de TSA-1 es el mas inmunogénico y capaz de conferir proteccion contra la
infeccidon (Wrightsman et al., 1994; De la Cruz et al.,, 2019). En la Tabla 1 se muestra la
secuencia consenso de los 5 principales epitopos antigénicos lineales de TSA-1 en diferentes
poblaciones de T. cruzi (Knight et al., 2014) y en la Figura 4 se muestra la estructura 3D de la

proteina TSA-1 y la ubicaciéon de sus respectivos epitopos de linfocitos T (E1 a E5).
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Tabla 1. Secuencia Consenso de Epitopos Lineales de TSA-1

Epitopo Secuencia (aa)* Numero de aa Posicion**

El KLFPEVIDL 9 TSA-1(192-200)
E2 IVMGNGTLV 9 TSA-1(334-342)
E3 RLTEELNTI 9 TSA-1(526534)
E4 FVDYNFTIV 9 TSA-1(617-625)
ES LLYSDDALHL 10 TSA-1(501-510)

* Los aminoacidos mas solubles se encuentran en azul, los neutros en negro y los altamente insolubles en rojo
oscuro (Niwa et al., 2009; Chan et al., 2013).
**Los numeros en paréntesis indican la posicion del epitopo en la secuencia de la TSA-1.

Figura 4. Modelo tridimensional de TSA-1 y la ubicacion de los epitopos E1-E5. Los epitopos
E1 (amarillo), E2 (azul), E4 (rosa) y E5 (verde) se encuentran localizados en estructuras de hoja
B-plegada a excepcion del epitopo E3 (rojo) que se encuentra justamente en una a-hélice. El
modelo de la estructura 3D de TSA-1 se obtuvo usando el servidor I-Tasser

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ (Yang et al., 2015) y visualizado con el

software UCSF Chimera 1.13.1 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al., 2004).
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1.5 Chagasina: Inhibidor de cisteina proteinasas y andamio molecular de
TSA-1

La chagasina de T. cruzi, es un inhibidor natural de la superfamilia del Clan CA, de las cistein-

proteinasas (CP) de la Familia C1, y actia como el principal regulador fisiolégico de la

cruzipaina, una CP que se expresa durante todo el ciclo vital de T. cruzi, y que ademas actua

como un factor de virulencia cuando el pardsito infecta al humano.

La chagasina es una cadena polipeptidica de 110 residuos de aminoacidos (12.440 kDa) sin
similitud de secuencia con otros grupos conocidos de inhibidores de las CP. Esta proteina
inactiva de manera potente y reversible a enzimas (CP) similares a la papaina, como la
cruzipaina del propio parasito o a la catepsina L del huésped humano, mediante la formacion
de complejos de unidn estrecha, en estequiometria 1:1 (Monteiro et al., 2001). Esta proteina
junto con inhibidores similares a ella que se encuentran en otros protozoos y bacterias
comprenden la familia de las chagasinas (Clan XI - Familia 142) (Rigden et al., 2002;Sanderson

et al.,, 2003).

La chagasina adopta una estructura de B sandwich similar a la inmunoglobulina. Su estructura
monomérica estd compuesta casi exclusivamente por ldminas-f3 (B1-B8) y seis giros (L1-L6) que
pueden ser susceptibles de mutaciones especificas que permitan la insercién de los
determinantes antigénicos de TSA-1 u otro antigeno. Los giros L1, L3 y L5 son compactos (de
4, 3 y 11 residuos de aminoacidos, respectivamente) y no protruyen hacia el exterior de la
proteina; mientras que los giros L2, L4 y L6 se encuentran en el extremo opuesto de la enzima

dispuestos de manera secuencial con una alineacién casi coplanar. L2 esta formado por los
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residuos N29-P34, L4 por P59-G68 y L6 estd compuesto por los aminodcidos R91-5100, siendo
el mds grande y formando dos vueltas. Los dos planos de hoja B son casi antiparalelos entre si.
La hélice 310 y cuatro de los seis giros (L1, L2, L3 y L5) se cruzan de una hoja B a la otra. El
espacio entre las ldminas se llena con una gran cantidad de cadenas laterales hidréfobas

(Figura 5).

Figura 5. Estructura de resonancia magnética nuclear (NMR) de la chagasina de T. cruzi.
Ldminas B (B1 — B8) en azul, 310-helice en verde y los giros (L1 — L6) en rojo (Salmon et al.,

2006) (PDB: 2NNR).

22



1.5.1 Interaccion chagasina-catepsina L

Las enzimas de la familia C1, como la catepsina L, generalmente funcionan en todas las células
como componentes del sistema de degradacion lisosomal, participando en la renovacién de
proteinas. Ademas, participan en una serie de funciones especializadas, como escisiones
proteoliticas que activan pro-hormonas, regulacion de presentacién de antigeno, etc.

(Redzynia et al., 2008).

La estructura del complejo chagasina-catepsina L proporciona detalles de cdmo la proteina del
pardsito inhibe una enzima del huésped de posible importancia en la defensa, ya que la
catepsina L es una enzima blanco potencial durante la infeccién por T. cruzi (Ljunggren et al.,

2007).

En la Figura 6A - B se muestra la chagasina en complejo con la catepsina L. Una cufia inhibitoria
compuesta por tres giros L2, L4 y L6, forma varios contactos responsables de la unidn de alta
afinidad (Ki, 39pM) (Ljunggren et al., 2007) a la enzima. Los tres giros interactian con la ranura
catalitica, con el bucle central L2 insertado directamente en el centro catalitico. Los giros L4 y
L6 abarcan la molécula enzimatica de ambos lados y exhiben patrones diferentes de

reconocimiento proteina-proteina.
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Figura 6. Vista del modo de unién de la chagasina en complejo con CP catepsina L.

A) Representacién de los giros de interaccion L2, L4 y L6 de chagasina (naranja) en complejo
con catepsina L (azul) en su sitio activo (amarillo). B) Interacciones del enlace de hidrégeno de
la cadena principal con los residuos de catepsina L (cuadrados). Los giros que forman la
superficie que interactlda con la catepsina L son de color amarillo claro (L4), naranja (L2) y

dorado (L6). Adaptado de Toman et al., 2020 y Ljunggren et al., 2007.
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Las interacciones de cada giro con la enzima tienen caracteristicas diferentes (Figura 7A-C). El
giro L2 se une al sitio activo de la proteasa, formando enlaces de hidrégeno que involucran los
residuos T31 y T32 (Figura 7A). Las interacciones en L4 estdan compuestas por la formacién de
una hoja B antiparalela de residuos de chagasina L65, G66 y A67 con residuos de la enzima
(G67-G68) (Figura 7B) (Redzynia et al., 2008). L6 interactta con la enzima a través de enlaces
de hidrégeno (R91), contactos hidréfobos (P92) e interacciones m (W93). Primero, W93
interactla con un grupo de residuos aromaticos de la enzima (W189 y W193) que sirven para
posicionar el elemento N187 de la triada catalitica de catepsina L (C25-H163-N187). El segundo
elemento R91 proporciona comunicacioén directa entre los giros L6 y L2 formando dos enlaces
de hidrégeno con el grupo carbonilo de T32 de L2, que se encuentra junto al residuo de
blogueo del sitio activo T31 (Ljunggren et al., 2007; Redzynia et al., 2008) que ademas,
interactya con el N18 crucial de la molécula de catepsina L. El tercer elemento de L6, P92, da
forma al giro para interacciones dptimas con la enzima al formar contactos hidréfobos con las

cadenas laterales de F145 y L144 (Figura 7C) y (Tabla 2).

Una interaccion adicional entre L2 y L6 de chagasina es proporcionada por el grupo carbonilo

de la cadena principal de M90 y el atomo de nitrégeno de A35 (Ljunggren et al., 2007).

Se ha reportado que el residuo W93 de chagasina es esencial para la inhibicién de catepsina L
y que una mutacion W93A disminuye 110 veces la afinidad de unién por la enzima. Por otro
lado, una doble mutacion T31A / T32A en el giro L2 aumenta ligeramente la afinidad de union

por la enzima (4 veces) (dos Reis et al., 2008).
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Figura 7. Interaccion de giros L2, L4 y L6 de chagasina con la enzima cisteina proteinasa
(catepsina L). Detalles de las interacciones enzimaticas de los giros A) L2, B) L4 y C) L6. Las
cadenas laterales de los residuos cruciales para las interacciones enzimdticas estdn
representadas por palos y bolas. La enzima es de color azul y los giros L4, L2 y L6 que
interactyan con la enzima en amarillo claro, naranja y dorado, respectivamente. Adaptado de

Ljunggren et al., 2007.

Tabla 2. Aminoacidos esenciales de la chagasina en la interaccién con catepsina L.

Secuencia Aminoacidos

Chagasina 10 20 30 40 50 60
MSHKVTKAHN GATLTVAVGE LVEIQLPSNP TTGFAWYFEG GTKESPNESM FTVENKYFPP

70 80 90 100 110
DSKLLGAGGT EHFHVTVKAA GTHAVNLTYM RPWIGPSHDS ERFTVYLKAN

Los residuos subrayados representan los que fueron modificados en el giro L4 y L6. Se sefialan de color rojo los

esenciales para la interaccién con la enzima.
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1.5.2 Chagasina como andamio molecular para expresar TSA-1

En un estudio previo en el grupo de trabajo de Nava, 2018 se trabajé en una alternativa para
evitar la expresion de TSA-1 en cuerpos de inclusién y, por ende, el paso de replegamiento. Se
propuso el uso de la chagasina como potencial andamiaje molecular que se logra expresar en
forma soluble en E. coli para la insercién de los 5 principales epitopos antigénicos de TSA-1
(Epitope grafting) (Capelli et al., 2017) y producir proteinas quiméricas recombinantes con sus
propiedades antigénicas. Las modificaciones se realizaron en los giros L4 y L6 de la chagasina,
disefiando 50 quimeras en total. En la Tabla 3 se indican tres quimeras (Q8, Q20 y Q45) que
por el analisis in silico presentaron una alta solubilidad para su expresién en E. coli (>90%). Solo
tres quimeras (Q8, Q20 y Q45) se expresaron en E. coli BL21, sin embargo, Unicamente la
guimera Q8 se expresé en forma soluble y las dos restantes como cuerpos de inclusion

(Nava,2018).
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Tabla 3. Parametros de chagasina y quimeras chagasina-epitopos de TSA-1,
potencialmente solubles.

Quimera L4 L6 AA MW (Da) pl Coeficiente de E. coli Solubilidad
tedrico extincién (%)
molar
(M-1cm-1)
Chagasina 110 12039.51 6.58 16960 100
Q8 ES E2 139 15253.10 6.28 14440 100
Q20 E4 ES 139 15467.26 6.14 15930 99.5
Qa5 E1YE2 E5 153 16673.77 6.14 14440 62.7

*Adaptada de (Nava, 2018).

El objetivo de este proyecto serd estudiar el efecto de las modificaciones en las secuencias de
los giros L4 y L6 de la chagasina en la solubilidad de las quimeras recombinantes, estimada por
métodos bioinformaticos; su expresién en la cepa de E. coli SoluBL21; su purificacion por
cromatografia y la inhibicién de la actividad enzimatica de la catepsina L por las quimeras

recombinantes.
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2. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas afecta alrededor de 7 millones de personas distribuidas por toda
América, desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, localizadas mayormente en areas
habitadas por personas con bajos recursos econdémicos. Asi mismo, es la parasitosis de mayor
importancia tanto por su morbilidad-mortalidad debido a su impacto socioeconémico con

pérdidas de alrededor de 7.2 mil millones de délares anuales.

Debido a la baja eficacia que ha presentado el tratamiento farmacoldgico contra esta
enfermedad en etapas crénicas y a las reacciones adversas, se han buscado nuevas alternativas

terapéuticas basadas en vacunas de proteinas recombinantes.

Cabe destacar que los altos niveles de expresién y solubilidad de proteinas son dos requisitos
principales para la produccidn exitosa de proteinas recombinantes. Sin embargo, la produccién
de éstas es un proceso desafiante debido a que el 50 % no se logran expresar y la otra mitad
son insolubles (cuerpos de inclusidn). Estas fallas obstaculizan la produccién e investigacién de
proteinas, con implicaciones particulares para estudios estructurales, funcionales vy
farmacéuticos, que requieren soluciones de proteinas solubles y concentradas. Por lo que, la
prediccién de solubilidad y la ingenieria de proteinas para mejorarla es un area activa de
investigacidn y continuamente se tiene que estar re-evaluando.

Este es el caso del antigeno TSA-1 de T. cruzi, el cual ha demostrado ser un buen candidato
para el desarrollo de una vacuna contra la enfermedad de Chagas, pero se ha logrado expresar

s6lo como cuerpos de inclusién.
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En un estudio previo en el grupo de trabajo (Nava, 2018) se determind como una opcion
potencial una vacuna terapéutica basada en proteinas quiméricas recombinantes que
exhibieran en su superficie los mejores determinantes antigénicos inmunoestimulantes de la
proteina TSA-1 de T. cruzi y, ademas, que se lograran expresar solubles en E. coli. Para ello se
utilizé como proteina de andamiaje molecular la chagasina. Posteriormente se insertaron en
los giros L4 y L6 de esta proteina combinaciones de 5 diferentes epitopos (E1, E2, E3, E4 y E5)
de TSA-1, disefiando 51 proteinas quiméricas recombinantes.

Es por ello, que debido a las modificaciones que se realizaron en los giros L4 y L6 de la chagasina
por epitopos de TSA-1 es necesario conocer el efecto que ejerce en su expresion de forma
soluble y la manera en que se afecta su capacidad inhibitoria como un excelente inhibidor
natural de la cisteina proteinasa catepsina L. Por lo que en este proyecto se propone, hacer un
analisis bioinformatico detallado con distintos servidores de predicciéon de solubilidad de las
50 quimeras disefiadas y con base a los datos se seleccionara una de las quimeras con mayor
solubilidad para determinar la actividad inhibitoria junto con Q8, Q20 y Q45 previamente
expresadas en E.coli (Q8 soluble, Q20 y Q45 en cuerpos de inclusién) para conocer la mejor

alternativa en el desarrollo de una vacuna contra la enfermedad de Chagas.
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3. HIPOTESIS

Modificaciones en los giros L4 y L6 de la chagasina con epitopos de TSA-1 cambiardn sus

propiedades de solubilidad y actividad inhibitoria de la catepsina L humana.

4. OBIJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las modificaciones en giros L4 y L6 en la chagasina de T. cruzi con los

epitopos de TSA-1 en la solubilidad y actividad inhibitoria de la catepsina L humana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Prediccién de modelos 3D y solubilidad de las quimeras recombinantes mediante
distintos servidores en linea.

e Sintesis quimica y clonacidn de la quimera Q4 en vector pCri-8a.

e Expresidn y purificacidon de la chagasina y quimeras recombinantes Q4, Q8, Q20 y Q45
en E. coli SoluBL21.

e Determinacién de la actividad inhibitoria mediante ensayos de inhibicién enzimatica de

la catepsina L por las quimeras Q4, Q8, Q20 y Q45.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Prediccion de modelos 3D y solubilidad de las quimeras Q1-Q50
Se realizé la prediccion de los modelos tridimensionales de la proteina chagasina nativa y las
quimeras Q4, Q8, Q20 y Q45 que se obtuvieron usando el servidor [|-TASSER

( https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang et al., 2015). Los modelos fueron

visualizados con el software UCSF Chimera 1.13.1 ( http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera)

(Pettersen et al., 2004).
Por otro lado, el analisis predictivo de la solubilidad en E. coli de las 51 quimeras recombinantes
se determiné mediante distintos servidores como CcSolomics

(http://service.tartaglialab.com/update submission/268986/d32a3118a2), Proteinsol

(https://protein-sol.manchester.ac.uk/) y SoDoPE (https://tisigner.com/sodope) los cuales

realizan la determinacion de acuerdo a la secuencia de aminodcidos de la proteina y a sus
caracteristicas fisicoquimicas como hidrofobicidad/ hidrofilicidad y hélice alfa para calcular los
perfiles de propension de cada proteina.

Ademas se utilizd Solart (babylone.ulb.ac.be/SOLART/ ) y CamSol structural (http://www-

mvsoftware.ch.cam.ac.uk/index.php/camsolstrucorr) que determinan el puntaje de

solubilidad de residuos de acuerdo a su estructura 3D y AggresCan (A3D) 2.0

(http://biocomp.chem.uw.edu.pl/A3D2/) que predice la propension de agregacion vy

solubilidad en estructuras de proteinas.
El servidor ccSolomics emplea un modelo para la prediccién de solubilidad de proteinas
expresadas en E. coli basado en las caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos como:

espiral/desorden, hidrofobicidad, hidrofilicidad, propensiones de hoja B y hélice a. Estos
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parametros se combinan en una puntuacion de propension de solubilidad dando valores de
porcentaje 0 a 100 % (Agostini et al., 2012).

En cuanto a ProteinSol, un servidor de la Universidad de Manchester, es un predictor que
procesa la secuencia de aminodcidos y calcula la solubilidad prevista con base a un algoritmo
que considera 35 caracteristicas de secuencia, 20 composiciones de aminoacidos; 7
compuestos: K-R, D-E, K+R, D+E, K+R-D-E, K+R+D+E, F+W+Y; y 8 caracteristicas adicionales
como: longitud, pl, hidropatia (Kyte & Doolittle, 1982), carga absoluta a pH 7, propension al
plegamiento (Uversky et al., 2000), desorden (Linding et al., 2003), entropia de secuencia y
propension a la hoja B (Costantini et al., 2006). Las correlaciones de estos parametros se
registran como solubilidad escalada prevista en un rango de 0 a 1. Se tomé como 100% de
solubilidad el valor de 1.

Otro servidor utilizado en este proyecto fue SoDoPE (Soluble Domain for Protein Expression
por sus siglas en inglés). Usa un conjunto de 20 valores para los residuos de aminoacidos
estandar para puntuar la solubilidad de las proteinas. Estos valores se derivan de los factores
B normalizados (Smith et al., 2003) utilizando el algoritmo de Nelder-Mead. La solubilidad de
las proteinas se calcula utilizando una métrica llamada SWI (Solubility-Weighted Index por sus
siglas en ingles) que van de un valor de 0 a 1. Se tomé el valor de 1 como 100 % de solubilidad.
El servidor Solart se basa en potenciales estadisticos, asi como en el tamano de la proteina,
area de superficie accesible al solvente y composicién de estructura secundaria y terciaria.
Proporciona una puntuacién de solubilidad escalada con valores cercanos a cero que indican
proteinas propensas a agregarse, mientras que valores cercanos a 130 designan proteinas

solubles (Hou et al., 2020).
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El servidor de Vendruscolo Lab de la Universidad de Cambridge (Método CamSol), utiliza la
estructura 3D para calcular el perfil de solubilidad estructuralmente corregido. Predice las
regiones de baja solubilidad en la superficie de las proteinas en donde las puntuaciones van de
-1.5 a 1.5 tomando en cuenta que valores mayores que 1 (azul) denotan regiones altamente
solubles, mientras que las puntuaciones menores que -1 (rojo) son poco solubles (Sormanni et
al., 2014).

Por ultimo, el servidor AggresCan3D, integra la informacién 3D de las estructuras de proteinas
y evalua la contribucidn de las regiones propensas a la agregacion de proteinas (APR por sus
siglas en inglés) expuestos a solventes. La propensién a la agregacién se calcula para las
regiones esféricas centradas en cada residuo de carbono a, utilizando la escala de agregacion
de aminoacidos intrinsecos del método Aggrescan. Un valor de puntuacién minimo (azul)
representa una proteina mas soluble en el contexto estructural y un valor de puntuacién
maximo (rojo) representa una proteina mds propensa a la agregacién en el contexto

estructural (Kuriata et al., 2019) .
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6.2 Sintesis y subclonacidn de la proteina quimérica multiepitopo Q4

Se utilizaron los disefios de las 51 proteinas quiméricas multiepitopo con la sustitucion de los
aminodcidos de los giros L4 y L6 de la chagasina de T. cruzi (ID: Q966X9. Uniprot en
www.uniprot.org) por los epitopos E1, E2, E4 y E5 de la proteina TSA-1 (Nava, 2018). Se
selecciond la quimera Q4, la cual contenia los epitopos E5 y E1 para su sintesis y clonacidn
(Tabla 4).

El gen codificante se disefi6 in silico, afiadiendo en los extremos 5’ el sitio de restriccion Ncol
y en el extremo 3’ el sitio de restriccion Xhol. Ademas, se introdujo el coddn de paro TAA para
incrementar la eficiencia en la terminacién de la traduccién en el hospedero. Finalmente, la
secuencia del gen fue optimizada para su expresion en E. coli y sintetizada por la empresa
Synbio Technologies en el vector pUC57, generandose asi la construccién pUC57-Q4.

Se transformaron células quimicamente competentes de la cepa DH5a de E. coli mediante
choque térmico, con la construccién pUC57-Q4 para su propagacidon y la posterior
subclonacién del gen en el vector pCri 8a. Este ultimo seria utilizado para la expresién de la
proteina de interés, el cual contiene una etiqueta de histidinas (His6-tag) para la purificacion

por afinidad a niquel, los sitios de restriccién Ncol y Xhol, y un coddn de paro TAA (Figura 8).
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Tabla 4. Disefio de proteina quimérica Q4.

Secuencia de aminoacidos Secuencia de nucledtidos

Q4 5’ATGGCGAGCCATAAAGTGACCAAAGCGCATAACGGCGCGACCCTGACCGTGG
E5-E1 MASHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPT ~ CGGTGGGCGAACTGGTGGAAATTCAGCTGCCGAGCAACCCGACCACCGGCTTT
TGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLY  GCGTGGTATTTTGAAGGCGGCACCAAAGAAAGCCCGAACGAAAGCATGTTTAC
o CGTGGAAAACAAATATTTTCCGCCGCTGCTGTATAGCGATGATGCGCTGCATCT
SDDALHLGGTEHFHVIVKAAGTHAVNLTYMR GGGCGGCACCGAACATTTTCATGTGACCGTGAAAGCGGCGGGCACCCATGCGG
PKLEPEVIDLSERFTVYLKAN TGAACCTGACCTATATGCGCCCGAAACTGTTTCCGGAAGTGATTGATCTGAGCG
AACGCTTTACCGTGTATCTGAAAGCGAACTAA 3’

Las secuencias de aminoacidos de los giros se encuentran sefialadas como: L2 (azul), L3 (morado), L4 (verde) y L6

(naranja). L4 y L6 se encuentran subrayados y los residuos conservados se encuentran sin subrayar.

Figura 8. Mapa del vector de expresidon pCri 8a utilizado. GFP: proteina verde fluorescente;
His6-tag: etiqueta de histidinas; TEV: sitio de escisidon de la proteinasa; coddn de paro TAAy

sitios de restriccion Ncol y Xhol. Adaptado de (Goulas et al., 2014).
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6.3 Analisis expresion y solubilidad de la chagasina y quimeras recombinantes
Q4, Q8, Q20 y Q45 en E. coli SoluBL21

El gen de la chagasina que se encuentra clonado en el vector pET19b entre los sitios de
restriccion Ndel y BamHI (Apéndice 1) fue amablemente donado por el Dr. Luis Gabriel Brieba
de Castro del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) en la
Unidad Irapuato del Cinvestav-IPN. La chagasina, Q4, Q8, Q20 y Q45 se transformaron en
células quimiocompetentes de E. coli SoluBL21 por choque térmico para comprobar su
expresion, en las construcciones pET19b-chagasina, pCri 8a-Q4, pCri 8a-Q8, pCri 8a-Q20 y pCri
8a-Q45. Después, se inocularon 3 clonas distintas de cada construccion en tubos de ensaye
con 5 mL de medio LB mas 100 pg/mL de ampicilina para chagasina y 50 ug/mL de kanamicina
para las quimeras. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitacién orbital de 250 rpm hasta que
alcanzaron una densidad dptica a 600 nm (DO600) de 0.5-1 y se indujo la expresidn de las
proteinas con 1 mM de IPTG. El crecimiento se continué a 25 °C durante 16 h. El andlisis de la
expresion se realizd por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al 16 %, para lo cual
se prepararon muestras de 1 mL del medio de cultivo antes y después de las 16 h de induccion,
de tal forma que tuvieron una DO600=1. Cada muestra se centrifugé a 13000 rpm durante 20
min, los sobrenadantes se descartaron y se reservaron los paquetes celulares. Para las
muestras denominadas “sin inducir” e “inducida”, los botones celulares se resuspendieron con
75 L de agua y 25 uL de amortiguador de Laemmli 4x. Por otro lado, el paquete celular
restante se lis6 con 250 pL de solucidn BugBuster (Merck) en agitacion durante 20 min,
después la mezcla se centrifugd y se separé el sobrenadante del sedimento colocandolo en un

tubo diferente. Del sobrenadante se tomaron 75 pL que se mezclaron con 25 pL de
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amortiguador de Laemmli 4x y se denominé “fraccion soluble”. El sedimento se resuspendio
con 75 puL de agua y 25 pL de amortiguador de Laemmli 4x y se denomind “fraccidn insoluble”.
Una vez comprobada la expresidn, se prepararon gliceroles de cada cultivo para su

almacenamiento a -80 °Cy posterior expresién en 1 L.

6.4 Expresion en E. coli SoluBL21 de chagasina de T. cruzi y quimeras
recombinantes aunaescalade 1l

6.4.1 Expresion de chagasina en E. coli SoluBL21en 1L

A partir de construcciones pET19b-chagasina transformadas en células quimicamente
competentes de E. coli SoluBL21, se sembraron en placas de agar LB con 100 pg/mL de
ampicilina y se prepard un pre-indculo de 5 ml, a partir del cual se tomd el volumen necesario
parainocular 1 L de medio LB (100 pg/mL de ampicilina) y se incubaron a 37 °Cy 250 rpm hasta
una DO 600 de 0.5-1, momento en el cual se indujo la expresion con 1 mM de IPTG a 25 °Cy
250 rpm por 16 h. La biomasa resultante se recuperé por centrifugacién a 8000 rpm durante
30 min. El analisis de la expresidn se realizd por geles de electroforesis SDS-PAGE 16 %, en
donde se analizaron muestras de cultivo sin inducir, inducida, fraccidn soluble e insoluble.
Posteriormente, la biomasa se llevd a un proceso de lisis para su posterior purificaciéon

(apartado 6.5.1).
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6.4.2 Expresion de las quimeras Q4, Q8, Q20, Q45 en E. coli SoluBL21 en 1L

A partir de clonas de E. coli SoluBL21 con las construcciones pCri 8a-Q8, pCri 8a-Q20, pCri 8a-
Q45 y pCri-Q4 se prepararon para cada una, un inéculo de 5 mL de medio LB con 50 pg/mL de
kanamicina, a partir del cual se tomaron los volimenes necesarios para inocular 1 L de medio

LB (50 pug/mL de kanamicina). El procedimiento se llevd a cabo al igual que en el apartado 6.4.1.

6.5 Purificacion de chagasina de T. cruzi y quimeras Q4, Q8, Q20 y Q45 por
métodos cromatograficos.

6.5.1 Purificacion de chagasina por cromatografia de afinidad a niquel e
intercambio idnico.

La biomasa obtenida durante la induccidn de la expresidn de la chagasina se resuspendié a una
proporcién de 10 mL de amortiguador A (20 mM Tris-HCI H 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF, 5
% glicerol) por cada gramo de biomasa y se lisé con lisozima a una concentracion final de 0.1
mg/mL. Posteriormente, la mezcla se incubd a 37°C por 30 min a 250 rpm y se sonicé en bafio
de hielo durante 10 ciclos de 30 segundos a 30 % de amplitud y 30 segundos de reposo. El
lisado se centrifugd a 13000 rpm por 30 min y el sobrenadante se filtré a través de membranas
de 0.22 um. La fraccién insoluble se almacené a -80 °C y la purificacién de la chagasina de la
fraccién soluble se llevd a cabo en el equipo NGC Chromatography System (Bio-Rad) en una
columna HisTrap FF de 1 mL. La columna se equilibré con 10 VC de amortiguador A y
posteriormente la muestra se pasé a un flujo de 1 mL/min y se hicieron lavados con

concentraciones crecientes de imidazol: 10 mM, 20 mM, 50 mM y 100 mM de 5 VC cada uno
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y la elucién de la proteina se llevé a cabo con 5 VC de amortiguador B (20 mM Tris-HCI H 8.0,
300 mM NaCl, 1 mM PMSF, 5 % glicerol y 500 mM imidazol) (Nava, 2018). Las fracciones que
mostraron una sefal de UV se analizaron por SDS-PAGE al 16 %y las fracciones donde eluyd la
chagasina se colectaron y diluyeron en relacién 1:10 con amortiguador A2 (20 mM Tris-HCl pH
8.0, 1 mM PMSF y 5 % glicerol) para disminuir la fuerza idnica y someterlas a un segundo paso
de purificacion por intercambio iénico usando una columna Hitrap QFF de 1 mL (GE-Hetlhcare).
La columna se equilibré con 5 VC de regulador A2, la muestra se pasé por la columna a 1
mL/min. La chagasina se eluyé mediante un gradiente lineal de 0-1 M de NaCl con un
amortiguador B2 (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1M NaCl, 1 mM de PMSF y 5 % de glicerol) a 1
mL/min. Las fracciones conteniendo la proteina se colectaron y el amortiguador se cambié a
PBS 1x con 5 % glicerol. La proteina se almacend a 4 °C hasta realizar los ensayos de inhibicion

(Apartado 6.7).

6.5.2 Purificacion de las proteinas quiméricas Q4, Q8, Q20 y Q45 por
cromatografia de afinidad a niquel.

La biomasa obtenida durante la induccidn de las proteinas quiméricas Q4, Q8, Q20 y Q45 se
sometio a un proceso de lisis celular para liberar la proteina recombinante al medio. En todos
los casos, la biomasa a lisar se resuspendié con 50 mL de amortiguador A (PBS 1x, 5 % de
glicerol y 1x SigmaFAST Proteasa Inhibitor Cocktail) por cada gramo de biomasa y se adiciond
lisozima a una concentracion final de 0.1 mg/mL. Posteriormente, la mezcla se incubd a 37°C
por 30 min a 250 rpm y se sonicé en bafio de hielo durante 10 ciclos de 30 segundos a 30 % de

amplitud y 30 segundos de reposo. El lisado se centrifugd a 13000 rpm durante 30 min
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obteniéndose una fase insoluble (que se reservé a -20 °C para su posterior andlisis) y una
fraccién soluble que se filtrd a través de una membrana de 0.22 um de tamaiio de poro. Con
el filtrado se efectud un procedimiento de cromatografia de afinidad a niquel en un equipo
NGC Chromatography System (Bio-Rad) en una columna pre-empacada Profinity IMAC-Ni Bio-
RadBio-Rad de 5 mL. La metodologia se llevé a cabo segun (Nava, 2018), en donde la columna
se equilibré con 10 VC del amortiguador A a 1 mL/min, la muestra se aplicé a 0.5 mg/mLy se
realizaron lavados a diferentes concentraciones de imidazol de 12.5, 25, 50, 75 y 100 mM para
eliminar contaminantes. La elucién se realizé con 5 VC de amortiguador B (PBS 1x, 5% de
glicerol, 250 mM imidazol y 1x SigmaFAST Proteasa Inhibitor Cocktail) a 1 mL/min. Las
muestras que demostraron una sefial de UV se analizaron por SDS-PAGE al 16 %. Se colectaron
las fracciones de mayor elucidn de proteina y se almacenaron a 4 °C. El amortiguador se cambid

por PBS 1x con 5 % glicerol para su posterior analisis de actividad.

6.6 Concentracion y cuantificacion de proteinas purificadas.

Previo a cualquier ensayo funcional, la chagasina, Q4, Q8 y Q45 a excepcidn de Q20, que se
lograron purificar eficientemente, se cambiaron a un amortiguador de PBS 1x con 5 % glicerol,
y a su vez, se concentré mediante ultrafiltracién con Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices
de 3 kDa (Sigma-Aldrich) siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor.
Finalmente, se determind la concentracidon de proteina utilizando un kit de ensayo de
proteinas de acido bicinconinico (BCA) (Pierce) en un espectrofotdmetro Multiskan EX
(Labsystems) a una absorbancia de 570 nm siguiendo las recomendaciones del fabricante

utilizando albuimina de suero bovino (BSA) como estandar y se corrié un gel SDS-PAGE al 16 %
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para verificar la integridad y pureza de las proteinas.

6.7 Ensayos de actividad inhibitoria y obtencion de la constante de inhibicién
(Ki) de la chagasina y las quimeras recombinantes

La actividad inhibitoria de cada proteina purificada fue probada usando la enzima catepsina L de
humano (h-Cat L) (Sigma-Aldrich), una cisteina proteinasa inhibida por la chagasina, y un
substrato especifico para catepsina L, Z-Phe-Arg-MCA (Z-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin)
que al ser hidrolizado por la enzima libera el 7-amido-4-metilcumarina (AMC) altamente
fluorescente. Antes del ensayo enzimatico, la enzima fue activada siguiendo las especificaciones

del fabricante.

La chagasina fue utilizada en concentraciones finales de 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.1y 0.2 uM y las
guimeras recombinantes Q4, Q8 y Q45 fueron utilizadas a concentraciones de 0.0,0.5,1,2,4y6
M. Como control positivo de inhibicion se utilizé E-64 (E-64: trans epoxisuccinilo-I-leucilo-amida

(4) guanidino butano) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1 uM.

La reaccion se llevd a cabo en placas negras de 96 pozos (Nunc) a 37 °C en un amortiguador C
(100 mM acetato de sodio pH 5.5, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2 mM B-mercaptoetanol) mediante
la adicion de h-Cat L (0.5 ng/uL) y el substrato Z-Phe-Arg-MCA (Sigma-Aldrich) a una

concentracion final de 10 uM (Apéndice 2).

La fluorescencia emitida debido a la liberaciéon de aminometilcumarina (AMC) por la hidrdlisis del
sustrato se mididé a una longitud de onda de excitacién de 350 nm y una longitud de onda de
emision de 460 nm, utilizando un lector de microplacas de fluorescencia Gemini EM Fluorescence
Microplate Reader. Las Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) se graficaron contra el tiempo

para posteriormente determinar el porcentaje de actividad relativa.
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La constante de inhibicidn aparente (Kiapp) de cada proteina se determindé midiendo las
velocidades de hidrélisis del sustrato en ausencia del inhibidor (Vo) y la velocidad de hidrdlisis en
presencia de concentraciones variables del inhibidor [Vi] a una concentraciéon de sustrato y
enzima fija. Posteriormente, se realizd una grafica de (Vo/Vi)-1 vs [l]o con una pendiente de
1/Kiapp). Los valores de Ki(app) se calcularon a partir de la ecuacién (1) y los valores de Ki a partir
de la ecuacion (2) (Beynon R & Bound JS, 1982), utilizando una Km de 2.8 uM reportada (Bromme
et al., 1989) (Apéndice 3) como la especificidad de la catepsina L para la hidrélisis de sustratos de

péptido metilcumarilamida a pH 5.5.

Vo _ 1o
vi 1+ Ki (app) (1)
A [Slo

Ki = Kl(app)/(l + K, (2)
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7. RESULTADOS

7.1 Prediccion de modelos 3D y solubilidad de las quimeras Q1-Q50

Se determinaron los modelos 3D de la chagasina y las proteinas quiméricas multiepitopo
disefiadas previamente. Se predijo la solubilidad de las 50 quimeras con distintos servidores
(Apéndice 4) y se selecciond a la quimera Q4 por la elevada probabilidad de expresién en forma
soluble en E. coli. Para los fines de la presente investigacién solo se trabajé con las 3 quimeras
Q8, Q20 y Q45 que se generaron en el trabajo previo de Nava, 2018 para su comparacion,
expresion, purificacion y determinacién de la actividad (Figura 9). Se determinaron los modelos
3D con el servidor I-TASSER de la chagasina y las proteinas quiméricas multiepitopo Q4, Q8,
Q20 y Q45 disefiadas previamente.

Se selecciond el modelo que tuviera un puntaje de confianza de 100 y un porcentaje de
identidad mayor (>70 %). El puntaje de confianza es un pardmetro que indica la probabilidad
(de 9 a 100) que la secuencia y el modelo sean homdélogos mientras que el otro parametro
indica el porcentaje de identidad entre la secuencia y el modelo.

En cuanto a las predicciones de solubilidad con base en la secuencia de aminoacidos de
chagasina y las proteinas quiméricas multiepitopo Q4, Q8, Q20 y Q45 se realizaron en los
servidores ccSolomics, ProteinSol y SoDoPE. Por otro lado, la predicciéon en Solart, CamSol
(structural) y AggresCan (A3D) 2.0 se llevaron a cabo con el modelo estructural (pdb) obtenido
anteriormente en |-TASSER. Estos resultados se obtuvieron en porcentajes para fines de

comparacion.
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Como se muestra en la Tabla 5, los resultados de CcSolomics sugieren que Q4 y Q8 de las 5
proteinas quiméricas evaluadas tienen la mayor probabilidad de expresion soluble (72 % y 79
%), por el contrario, la que tiene menos probabilidad de ser soluble en la plataforma bacteriana
es la chagasina (47 %).

Por otro lado, y en contraste con ccSolomics, el servidor ProteinSol predice que la chagasinay
la quimera Q20 son las mas solubles con porcentajes de solubilidad de 60 % y 57 %
respectivamente, y como la menos propensa a ser soluble la Q45 con un 55 %.

Finalmente, los resultados de los servidores SoDoPE, Solart, CamSol y AggresCan coinciden
mayoritariamente en que la chagasina y la quimera Q4 son los mas propensos a expresarse de
forma soluble en E. coli mostrando los valores mas altos de porcentaje, seguido de Q8 con un
porcentaje menor, después Q45 y finalmente Q20 como el menos propenso a expresarse de
forma soluble.

En la Figura 10 se muestran los modelos tridimensionales de cada quimera, creados por el
servidor CamSol (con los modelos estructurales (pdb) obtenidos previamente en I-TASSER) con
las regiones de los residuos mas solubles en color azul y los residuos insolubles en color rojo.
Estos modelos no presentaron una gran diferencia de estructura tridimensional con excepcion
de Q20 y Q45, sobre todo en las regiones en donde se encuentra el giro L4. La quimera Q20
presenta residuos mayoritariamente insolubles (rojo) en el giro L4 con la insercién del epitopo
E4. Por otro lado, la quimera Q45 que presenta dos epitopos (E1y E2) en el giro L4, cambia su

estructura tridimensional pero no logra mostrar residuos insolubles (rojo) como Q20.
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Chagasina

LTYM
AN

L6
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N\ T

MSHKVTKAHNGATLTVAVGEL
VEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTK
ESPNESMFTVENKYFPPDSKLL
GAGGTEHFHVTVKAAGTHAVN

ERFTVYLK

Q4

E5-
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGAMASHKVTKAHNGATLTVAVGEL
VEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDA
LHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRP SERFTVYLK
ANLE.

Q8

E5-
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGAMASHKVTKAHNGATLTVAVGEL
VEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPLLYSDDA
LHLGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRP SERFTVYL
KANLE.

Q20

E4-
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGAMASHKVTKAHNGATLTVAVGEL
VEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPFVDYNF
TIVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRP SERFTVY
LKANLE.

Q45

E1Y E2-

MGSSHHHHHHSSGENLYFQGAMASHKVTKAHNGATLTVAVGEL

VEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPKLFPEVI

DLGPGPGIVMGNGTLVGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRP
SERFTVYLKANLE

Figura 9. Modelo de la estructura 3D de la chagasina y secuencia de aminodacidos de las

quimeras recombinantes Q4, Q8, Q20 y Q45. Se muestran con los epitopos de TSA-1 en los

giros L4 (aminoacidos en verde) y L6 (aminodacidos en naranja). Los aminoacidos subrayados

son los que se mantuvieron conservados de los giros de L4 y L6 de la chagasina (PDB: 2NNR)
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Tabla 5. Comparacidon de porcentaje de solubilidad de los servidores ccSOLomics, ProteinSol,

SoDoPE, Solart, CamSol y AggresCan.

ccSOL Protein SoDoPE Solart CamSol AggresCan
omics Sol
% % % % % %

Chagasina 47.0 60 80 83.8 68.1 100.0
Q4 (E5-E1) 72.0 56 72 83.8 64.8 60.0
Q8 (E5-E2) 79.0 56 69 81.7 60.4 52.5
Q20 (E4-ES5) 53.0 57 66 79.6 42.7 39.7
Q45 (Ely E2- 67.0 55 67 80.4 60.0 41.9

E5)

Los numeros en negritas representan los valores con mayor porcentaje de solubilidad.

Chagasina Q4 Q8 Q20 Q45
(E5-E1) (E5-E2) (E4-E5) (E1y E2 - E5)

Figura 10. Regiones solubles e insolubles en las estructuras 3D de la chagasina y de las
quimeras Q4, Q8, Q20 Y Q45 obtenidas usando el servidor CamSol (Structural). Se usaron los
archivos en formato pdb de la chagasina, Q4, Q8, Q20 y Q45 para predecir la solubilidad usando
al servidor CamSol (Structural). Las zonas de color rojo representan los residuos que tienden a

ser insolubles y de color azul los que tienden a ser solubles.
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En la Figura 11, se muestran los modelos tridimensionales con la perspectiva | (izquierda) y D
derecha de cada quimera, mostrado por el servidor AggresCan (A3D) 2.0 con las regiones de
los residuos mas solubles en color azul y los residuos insolubles en color rojo. Las regiones mas
solubles e insolubles varian entre cada quimera, destacando la chagasina como la proteina con
mayor coloracién azul en los giros L4 y L6, seguido de Q4 y Q8, enfatizando ligeramente Q4
con mayores zonas solubles en L4. La quimera Q45 muestra zonas mayoritariamente insolubles
en ambos giros con coloraciones rojas tenues en L4. Finalmente, la quimera Q20 muestra muy

pocas zonas solubles (azules) y las zonas insolubles (rojas) se enfatizan en los giros L4.
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Figura 11. Estructuras 3D en perspectiva izquierda y derecha del servidor AggresCan(A3D)
con regiones solubles e insolubles de las quimeras recombinantes. Se usaron los archivos en
formato pdb de la chagasina, Q4, Q8, Q20 y Q45 para predecir la solubilidad usando el servidor
AggresCan3D. En la escala de colores, el azul oscuro indica que la estructura estatica es la mas
soluble y el rojo oscuro indica que la estructura estatica es la mas propensa a la agregacién en
donde las zonas de color rojo representan los residuos que tienden a ser insolubles y de color

azul los que tienden a ser solubles.
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7.2 Expresion en E. coli SoluBL21 de chagasina de T. cruzi y quimeras
recombinantes a unaescalade 1L

7.2.1 Expresion de chagasina en E. coli SoluBL21

En la Figura 12 se muestra el analisis de expresion y solubilidad de la chagasina producida en
la cepa E. coli SoluBL21. En la fraccién sin inducir (SI) no se observé expresién basal. Por el
contrario, si se logré una sobreexpresion después de la induccién con IPTG (l). Para saber si la
proteina se expresoé correctamente plegada o formando cuerpos de inclusion, se analizaron las
fracciones soluble (FS) e insoluble (FI) del extracto proteico, determindndose que la chagasina

se acumula en ambas fracciones, pero mayoritariamente en la fraccion soluble.
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Figura 12. Expresion de 1L de chagasina en E. coli SoluBL21. Analisis por SDS PAGE al 16
% de la expresion de chagasina. El cultivo se incubd a 37°Cy 250 rpm, y a una DO600 de
0.5-1 se adicioné 1 mM IPTG. Se mantuvo el cultivo durante 16 h a 25°C. La flecha sefiala
las bandas de las muestras de extracto total antes de inducir (SI: Sin inducir), después de

la adiccién de IPTG (I: inducido), fraccion insoluble (Fl) y fraccion soluble (FS).
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7.2.2 Expresion de las quimeras Q8, Q20, Q45 y Q4 en E. coli SoluBL21

Con el andlisis electroforético se determind que Q4, Q8, Q20 y Q45 se expresan en forma
soluble en la cepa SoluBL21, pero en diferentes proporciones.

En la Figura 13A se muestra el andlisis de expresién y solubilidad de la quimera Q4. En la
fraccion sin inducir (carril SI) no se observd expresion basal y la banda del de la fraccién
inducida (carril I) si muestra una sobreexpresion después de la adicién del IPTG. Las fracciones
soluble (carril FS) e insoluble (carril Fl) del extracto proteico mostraron que Q4 se produce
totalmente en forma soluble. En el analisis de Q8 se visualiza que también se acumula
mayoritariamente en forma soluble que de forma insoluble, pero su expresién se muestra
ligeramente menor que Q4 (Figura 13B). Por otra parte, en el analisis de Q20 (Figura 13C)
presenta una banda de menor intensidad en la fraccién soluble muy similar a la fraccién
insoluble, lo que sugiere que Q20 tiene una menor sobreexpresidén y ademas se genera mitad
en forma soluble y mitad en insoluble. Q45 también mostro bandas similares entre la fracciéon
solubley la fraccion insoluble (Figura 13D,) pero con una mayor sobreexpresion. Los resultados
también indican que la mitad de la expresidn es en forma soluble y la otra mitad en cuerpos

de inclusion. Todas las quimeras se observaron a un tamano de ~15 kDa.
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Figura 13. Analisis por SDS PAGE 16 % de la expresion de las proteinas A) Q4, B) Q8, C) Q20 y
D) Q45 en E. coli SoluBL21. Las clonas de E. coli SoluBL21 transformadas con pCri 8a-Q4, pCri
8a-Q8, pCri 8a-Q20 y pCri 8a-Q45 se inocularon en 1 L de LB (50 pug/mL de kanamicina). Los
cultivos se incubaron a 37 °C y 250 rpm, y a una DO600 de 0.5-1 se adicioné 1 mM IPTG.
Posteriormente se cultivd a 25 °C por 16 h. La flecha senala las bandas de las muestras de
extracto total antes de inducir (SI: Sin inducir), después de la adiccion de IPTG (I: inducido),

fraccién insoluble (Fl) y fraccién soluble (FS) de cada quimera.
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7.3 Purificacion de chagasina de T. cruzi y quimeras Q4, Q8 y Q45

7.3.1 Purificacion de chagasina por cromatografia de afinidad a niquel e
intercambio idénico

En la Figura 14A se muestra el analisis en SDS-PAGE 16 % de la muestra no unida (NU) y las
muestras eluidas (F3-F7) con 50 mM de imidazol en la purificacién por afinidad a niquel. Para
una mejor purificacidon estas fracciones se colectaron y se llevaron a una purificacién por
intercambio iénico (Figura 14B), donde las muestras eluidas con 100-250 mM de NaCl (F35-

FA5) se colectaron para determinar su concentracién y se analizaron por SDS 16 %.
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Figura 14. Purificacion de chagasina en SoluBL21. Analisis electroforético de la purificaciéon
de chagasina por afinidad a niquel e intercambio idnico. A) Analisis por SDS PAGE al 16% de
fracciones representativas de la purificacion por cromatografia de afinidad a niquel. MW:
Marcador de peso molecular. NU: Fraccidn no unida. F1-F7: Fracciones eluidas analizadas. B)
Analisis SDS PAGE de fracciones representativas de la purificacion por cromatografia de
intercambio i6nico. MW: Marcador de peso molecular. NU: Fracciéon no unida. F35-F50:

Fracciones eluidas analizadas.
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7.3.2 Purificacidn de la proteina quimérica Q4, Q8, Q20 y Q45 por
cromatografia de afinidad a niquel

En la Figura 15A se muestra el perfil cromatografico de la purificacion de Q4 en donde se
muestra la absorbancia a 280 nm (mAu; linea azul), la fuerza idnica (mS/cm2; linea roja) y
concentracion de imidazol (%B; linea negra) en funcidn del volumen (mL). Se analizaron en un
gel SDS-PAGE, las fracciones que corresponden a los picos con mayor sefial de absorbancia que
se muestra en la (Figura 15B) El primer pico corresponde a la elucién de 12.5 mM de imidazol,
el segundo a 25 mM, el tercero a 50 mM y el cuarto a 75 mM con las fracciones (F15-F16),
(F19-F20), (F21-F31), (F33-F34), respectivamente.

El perfil cromatografico de la purificacién de Q8 se muestra en la Figura 16A y el andlisis SDS-
PAGE de las fracciones de los primeros 3 picos con mayor sefal de absorbancia se muestran
en la Figura 16B, las cuales corresponden a 12.5, 25 y 50 mM de imidazol a las fracciones (F35-
F36), (F50-F51) y (F73-F81), respectivamente.

En la Figura 17A se muestra el perfil cromatografico de la purificacion de Q45. Los primeros 3
picos de mayor sefial de absorbancia se analizaron en un gel SDS-PAGE 16 (Figura 17B), los
cuales corresponden a la eluciéon con 12.5, 25 y 50 mM de imidazol y corresponde a las
fracciones corresponden a (F16), (F20) y (F23-F31), respectivamente.

Los resultados de todos los geles SDS-PAGE de electroforesis mostraron que a 12.5y 25 mM
de imidazol se eluye solamente contaminantes de expresién y que a partir de 50 Mm comienza

a eluir la proteina de interés.
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Figura 15. Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel de la proteina Q4.

Los extractos proteicos de biomasa de Q4 obtenidos después de 16 h de induccion se aplicaron
a una columna Bio Scale Profinity IMAC de 5 ml (VC) y después de una etapa de lavado con el
amortiguador A (PBS 1x, 5% de glicerol, 1 X SigmaFAST Proteasa Inhibitor Cocktail) la proteina
unida a la columna se eluyd con diferentes concentraciones de imidazol. A) Perfil
cromatografico de Q4. B) Analisis SDS PAGE de los picos de elucion de Q4 a diferentes
concentraciones de imidazol (12.5, 25, 50 y 75 mM). MW: Marcador de peso molecular. NU:
Fraccidn no unida. F15-F16: Fracciones eluidas a 12.5 mM. F19-F20: Fracciones eluidas a 25

mM. F21-F31: Fracciones eluidas a 50 mM. F33-F34: Fracciones eluidas a 75 mM.
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Figura 16. Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel de la proteina Q8.

Los extractos proteicos de biomasa de Q8 obtenidos después de 16 h de induccidn se aplicaron
a una columna Bio Scale Profinity IMAC de 5 ml (VC) y después de una etapa de lavado con el
amortiguador A (PBS 1x, 5% de glicerol, 1 X SigmaFAST Proteasa Inhibitor Cocktail) la proteina
unida a la columna se eluyd con diferentes concentraciones de imidazol. A) Perfil
cromatografico de Q4. B) Analisis SDS PAGE de los picos de elucion de Q8 a diferentes
concentraciones de imidazol (12.5, 25 y 50). MW: Marcador de peso molecular. F35-F36:
Fracciones eluidas a 12.5 mM. F50-F51: Fracciones eluidas a 25 mM. F73-F81: Fracciones

eluidas a 50 mM.

59



E‘.S.,“ IMAC NI
an-aa | aaws | aran || fana=) w23 [aszar | assaves | s [av-]

X (280 nm) (mAL)
&

E 2 2 B » » e 7 »* w © a
Cotumn Yolume « 4.99 mi »

12.5mM 25mM S0mM

B 2 W _NU _F16 F20 F23 F24 F25 F26 F27 F28 F29 F30 F31

150

—
100)
| we
&~
- e
so -
37
"g- =
-~
-—

25

20

fl

Figura 17. Purificacidon por cromatografia de afinidad a niquel de la proteina Q45.

Los extractos proteicos de biomasa de Q45 obtenidos después de 16 h de induccién se
aplicaron a una columna Bio Scale Profinity IMAC de 5 ml (VC) y después de una etapa de
lavado con el amortiguador A (PBS 1x, 5% de glicerol, 1 X SigmaFAST Proteasa Inhibitor
Cocktail) la proteina unida a la columna se eluyé con diferentes concentraciones de imidazol.
A) Perfil cromatogréafico de Q45. B) Andlisis SDS PAGE de los picos de eluciéon de Q45 a
diferentes concentraciones de imidazol (12.5, 25, 50 mM). MW: Marcador de peso molecular.
NU: Fraccidn no unida. F16: Fraccion eluida a 12.5 mM. F20: Fraccion eluida a 25 mM. F23-

F31: Fracciones eluidas a 50 mM.
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7.4 Concentracion y cuantificacion de proteinas purificadas

Las proteinas previamente purificadas se concentraron por ultrafiltracién en membrana y se
determind su concentraciéon por ensayo de BSA para su posterior analisis de actividad
inhibitoria. En la Figura 18 se muestra el gel SDS-PAGE de la chagasina y quimeras Q4, Q8 y

Q45. En la Tabla 6 se muestra la concentracion determinada de cada proteina.
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Figura 18. Analisis SDS PAGE de la chagasina, quimera Q4, Q8 y Q45 concentrada por

filtracion en membrana Amicon® Ultra-4.

Tabla 6. Concentracion de chagasina (CH) y quimeras Q4, Q8, Q45.

Proteina Concentracion (uM)
CH 73.07
Q4 88.25
Qs 84.00
Q45 47.99

La cuantificacion se realizd mediante kit de ensayo de proteinasde acido bicinconinico (BCA)
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7.5 Ensayos de actividad inhibitoria

La funcién inhibitoria de la chagasina y las quimeras recombinantes purificadas se probaron con
h-Cat L (0.5 ng/uL) comercial, utilizando el sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA (10 pM)
especifico para esta CP. Las quimeras mostraron un efecto inhibidor dependiente de la
concentracion sobre la actividad proteolitica. La chagasina como un inhibidor de cisteina
proteinasas (0-0.2 uM) redujo la actividad de h-Cat L hasta en un 80 % (Figura 19 A). Las quimeras
recombinantes se probaron a concentraciones crecientes de 0-6 uM. La quimera Q4, la cual tiene
insertado el epitopo E5 en el giro L4 y el epitopo E1 en el giro L6, redujo la actividad de h-Cat L
hasta en un 80% (Figura 19 B). La quimera Q8, con el epitopo E5 insertado en el giro L4 y el epitopo
E2 en el giro L6, redujo la actividad de h-Cat L hasta un 90 % (Figura 19 C). Por otro lado, la quimera
Q45, con la insercién de dos epitopos E1 y E2 en el giro L4 y el epitopo E5 en el giro L6, redujo la
actividad de h-Cat L hasta un 95 % (Figura 19 D). E-64 (1 uM) usado como control positivo en

todas las reacciones, inhibid la actividad proteolitica al 100 %.
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Figura 19. Inhibicion de la actividad proteolitica de catepsina-L de higado humano por las

proteinas recombinantes chagasina, Q4, Q8 y Q45. Porcentaje de actividad proteolitica de A)

Chagasina a diferentes concentraciones (0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.1y 0.2 uM). B) Q4, C) Q8, y D) Q45

a diferentes concentraciones (0, 0.5, 1, 2, 4 y 6 uM) en presencia del sustrato fluorogénico

especifico (Z-Phe-Arg-MCA) a una concentracion final de 10 uM y de la enzima catepsina-L (0.5

ng/uL). Se utilizé E-64 a 1 UM como inhibidor de proteasas de tipo catepsina-L (gris). La primera

barra (blanca) representa la actividad proteolitica total sin inhibidores.
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En la Tabla 7 se muestran la constante de inhibicidon aparente (Kiapp) ¥ la constante de inhibicidn

(Ki) obtenidas de cada proteina a partir de la gréfica (Vo/Vi)-1 vs [l]o.

Tabla 7. Comparaciéon de la constante de inhibicidn aparente (Kiapp) y la constante de
inhibicion (Ki) de la chagasina y quimeras recombinantes sobre la CP catepsina L.

Inhibidor Ki(app) uM Ki uM
Chagasina 0.011 0.0024
Q4 1.31 0.29
Qs 0.42 0.09
Q45 0.232 0.05
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8. DISCUSION

8.1 Analisis de solubilidad

La solubilidad y la agregacién son propiedades cruciales de las proteinas, que pueden asegurar
o prevenir su correcto funcionamiento (Trevino et al., 2008). Obtener una mejor comprensién
de estos temas es cada vez mds importante, ya que la solubilidad de las proteinas es necesaria
para mejorar una amplia gama de procesos biotecnoldgicos y biofarmacéuticos, especialmente
cuando se demandan alta concentracién de estas proteinas. Es por ello, que en este trabajo
primero se realizd un enfoque bioinformatico sobre estas caracteristicas de solubilidad
aprovechando la disponibilidad de varios servidores en linea.

Se ha reportado que la composicion de aminodcidos influye en la solubilidad de las proteinas.
Un ejemplo es el aspartato (D), glutamato (E), serina (S) y lisina (K) que contribuyen mas
favorablemente a la solubilidad que otros aminodcidos hidrofilicos (Niwa et al., 2009;Chan et
al., 2013); los valores de las relaciones Lys / Arg y Glu / Asp se correlacionan con la solubilidad
(Warwicker et al., 2014;Chan et al., 2013); mientras que los residuos aromdticos como
fenilalanina (F), triptéfano (W) y tirosina (Y) estdn asociados con baja solubilidad (Niwa et al.,
2009;Hebditch et al., 2017).

Adema3s, se ha demostrado que las interacciones proteina-proteina y proteina-disolvente
juegan un papel clave en las propiedades de solubilidad. En particular, los residuos expuestos
a solventes tienen algunas caracteristicas que estan bien correlacionadas con esta propiedad:
las proteinas insolubles tienden a tener parches de superficie mas grandes que llevan una

carga neta positiva que las proteinas solubles (Chan et al., 2013), que se caracterizan en cambio
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por una superficie mds cargada negativamente (Kramer et al., 2012).

En un trabajo reciente, se mostré que entre todas las interacciones residuo-residuo, los
puentes salinos que contienen Lys (K) y las interacciones alifaticas contribuyen mas
fuertemente que otros a promover la solubilidad, mientras que las interacciones que
involucran electrones m deslocalizados favorecen agregacion (por ejemplo, interacciones

aromaticas, His-m, catidon-m, amino-mt y anién-nt) (Hou et al., 2018).

De acuerdo con los resultados de predicciéon con diferentes servidores bioinformaticos
mostrados en la Tabla 5, los predictores con mayor similitud y correlacion con la
experimentacion fueron SODOPE, SOLART, CAMSOL y AGGRESCAN3D, por lo que se decidié
basar la discusion en estos mismos, descartando a CCSOLOMICS Y PROTEIN SOL.

La quimera que presentd la mayor solubilidad (en promedio 69 %) fue Q4. Esto fue
corroborado por medio del analisis de la expresion mediante SDS-PAGE (Figura 13A) donde
se observo que la banda en la fraccién soluble fue de mayor intensidad que en la fraccion
insoluble. Haciendo un andlisis de la secuencia de los epitopos insertados en L4 (E5) y L6 (E1),
gue contienen 10y 9 residuos de aminoacidos, respectivamente, ambos contienen 3 residuos
altamente solubles S, D, D en E5y K, E, D en E1. (Niwa et al., 2009; Chan et al., 2013).

La segunda quimera que presentd mayor solubilidad segun los predictores fue Q8 (en
promedio 65 %). Esto fue corroborado por medio del analisis de expresion SDS-PAGE (Figura
13B), donde se observé que la banda en la fraccidn soluble fue de mayor intensidad que en la
fraccién insoluble, pero de menor cantidad que en Q4. Tanto Q8 y Q4 contienen el epitopo E5
en L4 y difieren en epitopo en L6, E1 en Q4 con tres residuos de aminodcidos (S, D, D) altamente
solubles y E2 en Q8 con los residuos G, N, G, T neutros. Por lo tanto, con base en esta
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observacion era de esperarse que la prediccién de la solubilidad de Q8 fuera menor.
Interesantemente, los resultados de la expresidn son consistentes con esta prediccion. Q8 se
expreso en forma soluble, pero con menor intensidad que Q4 (Niwa et al., 2009; Chan et al.,
2013).

Desde la estimacion de los valores de solubilidad de la quimera Q45, que contiene dos epitopos
en la posicidn L4 mostré un comportamiento interesante. A pesar de contar con dos epitopos
en L4 (E1-E2) con 18 residuos de aminodacidos y un epitopo en L6 (E5) con 10 residuos de
aminoacidos presentd una solubilidad en promedio 62%, menor que Q4 y Q8, pero mayor que
Q20. Esta prediccidon resulté consistente con el analisis de su expresion mediante SDS-PAGE
(Figura 13D), donde se observd la misma intensidad entre las bandas correspondientes a las
fracciones soluble e insoluble, sugiriendo que aproximadamente el 50% de la proteina
recombinante se expresé en su forma soluble. Sise analiza la secuencia de los 23 aminodcidos
insertados en L4 contiene tres residuos altamente solubles K, E, D y siete neutros G, G, G, G,
N, G, Ty los 10 residuos insertados en L6 tiene tres residuos S, D, D altamente solubles (Niwa
et al., 2009; Chan et al. 2013). Ademas, se conoce que Q45 que contiene tres epitopos, se
tomo en cuenta la existencia de una proteina homdloga a la chagasina en T. brucei con un giro
L4 de 21 aminoacidos de extension y L6 de 10 aminoacidos (Rigden et al., 2002; dos Reis et al.,
2008). En este caso, dos epitopos se ubicaron en el lazo L4 (interespaciados entre si por el
linker GPGPG) vy el tercero se ubicé en el lazo L6 (Nava, 2018). T. brucei contiene los
aminoacidos NNRAPHDNHKNHRRLLVGAGG en L4y, por otro lado la modificacidon de chagasina
de T. cruzi, Q45, los aminodcidos PPKLFPEVIDLGPGPGIVMGNGTLVGG. Por lo que es importante

sefialar, que difieren en la cantidad de aminoacidos solubles e insolubles, teniendo T. brucei
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dos altamente solubles D, K y, Q45 tres (K, E, D), ademds de un aminoacido aromatico
altamente insoluble F.

Finalmente, la quimera mds insoluble fue Q20 (en promedio 56 %). Esto fue corroborado en el
anadlisis mediante SDS-PAGE (Figura 13C) de su expresion en E. coli, donde se observd que la
banda en la fraccién soluble muestra una intensidad menor en comparacién con las demas
quimeras. Resulta interesante observar que la sustituciéon de la secuencia de E4 en L4, con 9
residuos de aminoacido que contiene 3 residuos aromaticos (F, Y, F) y 3 residuos hidrofébicos
(V, 1, V) con un alto indice de insolubilidad, afectaron drasticamente la expresién de esta
quimera, aun cuando en L6 se insertd un epitopo con un alto indice de solubilidad (E5). Desde
el extracto total se observé una expresién menor a las demas quimeras y por ende en la
fraccion soluble se observa una banda muy débil. Por ello, la purificacién por cromatografia no
se pudo llevar a cabo, ya que la cantidad de proteina expresada de forma soluble fue muy
poca.

Por otro lado, la expresién en E. coli BL21 a 37°C de Q8, Q20 y Q45 reportada por Nava, 2018,
se llevd a cabo en forma soluble para Q8, pero Q20 y Q45 se llevaron mayoritariamente en
forma insoluble. Los resultados obtenidos en este trabajo con la expresién en E.coli SoluBL21
mostraron ser significativamente favorables para la obtencion de proteinas recombinantes
solubles.

Estos diferentes hallazgos demuestran la importante potencialidad de la informacién
secuencial de aminoacidos como estructural en la comprensiéon de los mecanismos de

solubilidad.
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8.2 Analisis de actividad Inhibitoria

Por otro lado, se conoce que la chagasina se encuentra presente en la superficie del parasito
T. cruzi o fuera de la célula (Monteiro et al., 2001), donde puede interactuar con las cisteina
proteinasas humanas, como la catepsina L. Esta enzima es blanco potencial de la chagasina
durante la infeccion de este parasito. Dado que la catepsina L es probable que sea importante
en la respuesta del huésped al parasito invasor a través de sus propiedades reguladoras de la
presentacion de antigeno (Bevec et al., 1996), es posible que la inhibicién de la catepsina L
mediada por la chagasina mejore las posibilidades de supervivencia del pardsito o que el
pardsito necesite chagasina para regular la accidn de su propia catepsina L como la cisteina
proteinasa, cruzipaina.

Se ha cristalizado y resuelto la estructura de la chagasina en complejo con la cisteina proteinasa
del huésped, catepsina L con una resolucién de 1.75 A. Una cufia inhibidora compuesta por
tres giros (L2, L4 y L6) de la chagasina forma varios contactos responsables de la unidn de alta
afinidad (Ki, 0.0039 uM) a la enzima (Ljunggren et al., 2007). De igual forma, en los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo se obtuvo un valor muy similar al reportado por los

autores (Ki, 0.0024 uM).

Ademads, se conoce que los residuos conservados dentro de L6 parecen realizar interacciones
principalmente hidréfobas con las peptidasas y, en ultima instancia, podrian contribuir a una

inhibicidn de alta afinidad (Miao et al., 2014).

De acuerdo con los resultados de ensayos de inhibicion de la chagasina con la CP catepsina Ly

las quimeras (Tabla 7), todas las quimeras mostraron tener un efecto negativo en la actividad
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inhibitoria, debido a que se modificaron los residuos mas importantes para el anclaje con la
enzima, como L65, G66 y A67 en el giro L4 y W93 en el giro L6 (Tabla 2) (Redzynia et al., 2009).
Como se ha demostrado, el residuo triptéfano (W93) es importante, ya que un estudio
demostré que al mutarlo por una alanina (A93) se disminuye 100 veces la afinidad por

catepsina L (Dos Reis et al., 2008).

La chagasina mostro tener la mayor capacidad de inhibicién de todas las proteinas analizadas,
con una Ki de 0.0024 uM. Este resultado era de esperarse debido a que es el inhibidor natural
sin ninguna modificacién en sus secuencias de aminoacidos. Posteriormente, la quimera que
presentd mayor inhibicion de la actividad de CP fue Q45 (E1-E2 y E5) con una Ki de 0.05 pM.
Esto pudiera deberse a que es la quimera con mayor nimero de aminodcidos hidrofébicos, en
particular, en el giro L6 contiene un aminodcido aromatico (Y) que podria interaccionar con
W189 y W193 de la catepsina L (Ljunggren et al., 2007;Miao et al., 2014). Con respecto a L4,
contiene 2 epitopos y como se observa en la Figura 10, se puede especular que cuenta con un
mayor numero de aminodcidos que pueden ser susceptibles a la interaccidon con la catepsina
L. En particular contiene 3 leucinas (L) que aumentan la probabilidad de interaccién con G67 y

G638 de la catepsina L (Ljunggren et al., 2007).

Po otro lado, la segunda quimera que presentd inhibicidén a catepsina L fue Q8 (E5y E1), con
una constante de inhibicion de 0.09 uM. Contiene un menor numero de aminodcidos
hidrofobicos en L4 y L6 que la quimera Q45, lo que podria afectar con la interaccién de los
aminodacidos hidrofébicos de la enzima, ademds de que no contiene aminodacidos aromaticos

gue pudieran ejercer un efecto estérico.
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Por ultimo, la quimera con menor inhibicidn a catepsina L fue Q4 (E5 y E1), con una Ki de 0.29
UM. Aunque contiene un aminodacido aromatico (Y) en el giro L6, la mayoria de sus aminodcidos
son hidrofilicos por lo que de alguna forma se sugiere que afecta la interaccién hidrofébica

entre inhibidor—CP.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la utilidad de usar los
recursos bioinformaticos disponibles mas recientes, para predecir la solubilidad de proteinas
que se desean expresar en E. coliy en especifico de modificaciones a proteinas de andamiaje,
como la chagasina, para la expresidon de epitopos de antigenos de dificil expresion.

Por otra parte, en el desarrollo de fdrmacos para las infecciones parasitarias, una preocupacion
general es evitar la inhibicién de enzimas similares del huésped. Los seres humanos expresan
varias catepsinas, entre las que la catepsina L exhibe una alta identidad de secuencia con la
cruzipaina (43% de identidad en el dominio catalitico) (Toman et al., 2020). Todas las quimeras
mostraron un cambio importante en la Ki (0.05, 0.09, 0.29 uM) con respecto a la chagasina
(0.0024 uM), por lo tanto, de acuerdo a este criterio, seria mas conveniente la produccion de
una quimera recombinante que no inhiba o inhiba menos la catepsina L de humano. De a las
guimeras estudiadas en este trabajo, la Q4 seria la mds indicada como antigeno y ademas de
fue la que se expresé con el mejor grado de solubilidad. Por otra parte, desde el punto de vista
del nimero de epitopos de TSA-1, Q45 seria la mas indicada, pero fue la que mas inhibié a la
catepsina L. Es posible que todas pudieran ser aptas para su uso como antigenos, lo cual se
tendria que descartar en ensayos en animales de laboratorio o bien modificar también el giro

L2 de la chagasina y encontrar una quimera que no inhiba la catepsina L.
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9. CONCLUSION

Los valores de solubilidad de Chagasina y las quimeras Q4, Q8, Q20, y Q45 estimadas con
los servidores SoDoPe, Solart, CamSol y AggresCan correlacionaron con la expresién de las
proteinas recombinantes en E. coli, lo que sugiere que son una alternativa util y
recomendable de incluir en las estrategias experimentales para predecir la solubilidad de
proteinas recombinantes a expresarse en E. coli.

La expresion en E. coli SoluBL21 a 25°C mejord la solubilidad.

La modificacion de los giros L4 y L6 de la chagasina por epitopos de TSA-1, afectd
negativamente la solubilidad (CH>Q4>Q8,>Q45) y actividad inhibitoria de las quimeras

recombinantes (CH>Q45>Q8>Q4).
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10.PERSPECTIVAS

Probar diferentes alternativas de expresién que mejoren la solubilidad de la proteina
quimérica Q20, como el cambio de temperatura y tiempo de expresiéon. Ademas,
realizar ensayos de inhibicidn para comprobar la hipétesis de que, al tener un mayor
numero de aminoacidos hidrofébicos en los giros, puede inhibir mas la actividad de la
catepsina L.

Probar in-silico todas las mutaciones en especial en L2 el epitopo E3, el cual es el mas
hidrofilico de todos los epitopos.

Expresar las quimeras Q16, Q17, Q18, para evaluar completamente el efecto de la
posicién del epitopo E5 en la solubilidad de las quimeras y comparar con los predictores
seleccionados.

Evaluar el potencial para el control inmunoterapéutico de las quimeras recombinantes

en modelos murinos y comparar su eficiencia con TSA-1
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Figura 20. Mapa del vector de expresion pET-19b.
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12.2 Apéndice 2

Tabla 8. Esquema de preparacion de las reacciones de
chagasina recombinante.

*Diluciéon 1:100

actividad de CP catepsina L con la

*Dilucién 1:50

Chagasina 0 0.005 0.01 002 01 0.2
(nM)

718 V18 718 V18 V18 ML
Buffer 1X 50 50 50 50 50 50
B-met 4 4 4 4 4 4
(2mmMm)
h-Cat L ** 2 2 2 2 2 2
(0.5 ng/pL)
Substrato ** 4 4 4 4 4 4
(10puM)
Chagasina 0 1 3 3 14 27
H20 140 139 137 137 126 113

*La chagasina se partid de un stock de 73.07 uM con una dilucién de 1:100 para 0.005 y 0.01 uM y 1:50 para

0.02,0.1y 0.2 pM

** h-Cat L se partio de un stock de 50 ng/uL y el substrato de un stock de 500 puM.

Tabla 9. Esquema de preparacion de las reacciones de actividad de CP catepsina L con la

quimera Q4 recombinante.
*Dilucion 1:5

Q4 0 0.5 1 2 4 6
(1M)

ML 718 718 718 718 718
Buffer 1X 50 50 50 50 50 50
B-met 4 4 4 4 4 4
(2mmMm)
h-CatL ** 2 2 2 2 2 2
(0.5 ng/pL)
Substrato ** 4 4 4 4 4 4
(10 pMm)
Q4 0 6 2 5 9 14
H20 140 134 138 135 131 126

*La quimera Q4 se partié de un stock de 88.25 uM con una dilucion de 1:5 para 0.5 pM.
** h-Cat L se parti6 de un stock de 50 ng/uL y el substrato de un stock de 500 uM.
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Tabla 10. Esquema de preparacion de las reacciones de actividad de CP catepsina L con la
quimera Q8 recombinante.

*Dilucién 1:5

Q8 0 0.5 1 2 4 6
(kM)

718 V18 V18 718 718 718
Buffer 1X 50 50 50 50 50 50
B-met 4 4 4 4 4 4
(2mmMm)
h-Cat L ** 2 2 2 2 2 2
(0.5 ng/uL)
Substrato ** 4 4 4 4 4 4
(10um)
Qs 0 6 2 5 10 14
H20 140 134 138 135 130 126

*La quimera Q8 se partio de un stock de 84 uM con una dilucién de 1:5 para 0.5 uM.
** h-Cat L se partié de un stock de 50 ng/uL y el substrato de un stock de 500 M.

Tabla 11. Esquema de preparacion de las reacciones de actividad de CP catepsina L con la
quimera Q45 recombinante.

Dilucién 1:5

Q4as 0 0.5 1 2 4 6
(HM)

uL 718 718 V18 V18 718
Buffer 1X 50 50 50 50 50 50
B-met 4 4 4 4 4 4
(2mmMm)
h-CatL ** 2 2 2 2 2 2
(0.5 ng/pL)
Substrato ** 4 4 4 4 4 4
(10puM)
Q45 0 10 4 8 17 25
H20 140 130 136 132 123 115

*La quimera Q45 se partié de un stock de 47.99 uM con una dilucién de 1:5 para 0.5 uM.
** h-Cat L se parti6 de un stock de 50 ng/uL y el substrato de un stock de 500 uM.
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12.3 Apéndice 3
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Figura 21. Grafico de la recta (VO/V1)-1 vs [I] para la obtencién y calculo de Ki(app) y Ki de

chagasina.
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Figura 22. Grafico de la recta (VO/V1)-1 vs [I] para la obtencién y calculo de Ki(app) y Ki de la

quimera Q4.
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Figura 23. Grafico de la recta (VO/V1)-1 vs [I] para la obtencion y calculo de Ki(app) y Ki de la

quimera Q8.

30.000

25.000

20.000

15.000

(VO/v1)-1

10.000

5.000

0.000

Q45
y=4.3137x-1.0599 1/Ki (app) = 4.3137
Rl:o.gﬁ%},..--"' Ki(app)= 0.232 uM
Km= 28 uM
[S]= 10 uM
. Ki(app)
Ki=————
3 4 5 6 7 (14 [S]/Km)
[um

Ki= 005 pM

Figura 24. Grafico de la recta (VO/V1)-1 vs [I] para la obtencién y calculo de Ki(app) y Ki de la

quimera Q45.

82



12.4 Apéndice 4

Tablal2. Prediccion bioinformatica de solubilidad de las proteinas quiméricas multiepitopo.

ccSOL Protein Sol SoDoPE Solart CamSol AggresCan3D
omics
Score Score Score Score
% 0a1l % 0a1l % % -1.5al5 % %
Chagasina 47 0.604 60 0.8017 80 83.8 0.5433 68 -0.6265 100
Q1(E2-E1) 67 0.553 55 0.7182 72 81.7 0.3517 62 -0.3819 61
Q2(E3-E1) 85 0.576 58 0.7857 79 81.2 0.5788 69 -0.5879 94
Q3(E4-E1) 54 0.557 56 0.6892 69 82.0 -0.1780 44 -0.2169 35
Q4(E5-E1) 72 0.556 56 0.7229 72 83.8 0.4434 65 -0.376 60
Q5(E1-E2) 71 0.553 55 0.7182 72 81.9 0.3877 63 -0.369 59
Q6(E3-E2) 39 0.553 55 0.7539 75 79.9 0.4462 65 -0.5994 96
Q7(E4-E2) 69 0.553 55 0.6496 65 80.4 -0.3107 40 -0.3412 54
Q8(E5-E2) 79 0.557 56 0.686 69 81.7 0.3114 60 -0.3286 52
Q9(E1-E3) 53 0.576 58 0.7857 79 79.3 0.5692 69 -0.4277 68
Q10(E2-E3) 85 0.553 55 0.7539 75 79.4 0.400 63 -0.3762 60
Q11(E4-E3) 69 0.566 57 0.7273 73 79.9 -0.1291 46 -0.4409 70
Q12(E5-E3) 84 0.608 61 0.758 76 77 0.4921 66 -0.4574 73
Q13(E1-E4) 52 0.557 56 0.6892 69 76.8 -0.1002 47 -0.299 48
Q14(E2-E4) 62 0.553 55 0.6496 65 78.5 -0.2687 41 -0.3513 56
Q15(E3-E4) 66 0.566 57 0.7273 73 78.7 -0.0416 49 -0.5641 90
Q16(E5-E4) 80 0.571 57 0.6556 66 79.3 -0.1743 44 -0.5176 83
Q17(E1-ES) 66 0.556 56 0.7298 73 82 0.4767 66 -0.4551 73
Q18(E2-E5) 87 0.557 56 0.686 69 80.2 0.308 60 -0.3343 53
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Q19(E3-E5) 33 0.608 61 0.758 76 82.5 0.5349 68 -0.683 109
Q20(E4-E5) 53 0.571 57 0.6556 66 79.6 -0.2185 43 -0.2488 40
Q21(E2 Y E3-E1) 34 0.553 55 0.7366 74 0.4184 64
Q22(E4 Y E5 - E1) 54 0.582 58 0.6428 64 -0.3640 38
Q23(E2 Y E5 - E1) 36 0.546 55 0.6716 67 0.1774 56
Q24(E3 Y E4 - E1) 87 0.583 58 0.7109 71 -0.1650 44
Q25(E2 Y E4 - E1) 68 0.553 55 0.6371 64 -0.5057 33
Q26 (E3YE5 - 55 0.557 56 0.7407 74 0.4981 67
E1)

Q27(E1YE3-E2) 81 0.553 55 0.7366 74 0.4099 64
Q28(E4 Y E5- E2) 71 0.569 57 0.6042 60 -0.4909 34
Q29(E1Y E5- E2) 69 0.546 55 0.6716 67 0.3375 61
Q30(E3 Y E4-E2) 67 0.553 55 0.7108 71 -0.2925 40
Q31(E1Y E4- E2) 75 0.553 55 0.6371 64 -0.2947 40
Q32(E3 Y E5- E2) 76 0.564 56 0.7078 71 0.3711 62
Q33(E1Y E2- E3) 82 0.553 55 0.7366 74 0.3884 63
Q34(E4 Y E5- E3) 60 0.597 60 0.6807 68 -0.3172 39
Q35(E1Y E5- E3) 71 0.557 56 0.7407 74 0.5113 67
Q36(E2 Y E4- E3) 52 0.553 55 0.6756 68 -0.4587 35
Q37(E1Y E4- E3) 71 0.583 58 0.7109 71 -0.1202 46
Q38(E2 Y E5- E3) 69 0.564 56 0.7078 71 0.2242 57
Q39(E1Y E2- E4) 83 0.553 55 0.6371 64 -0.2551 41
Q40(E3 Y E5- E4) 82 0.597 60 0.6807 68 -0.0960 47
Q41(E1Y E5- E4) 74 0.582 58 0.6428 64 -0.1296 46
Q42(E2 Y E3- E4) 63 0.553 55 0.6756 68 -0.1781 44
Q43(E1Y E3- E4) 82 0.583 58 0.7109 71 -0.0591 48
Q44(E2 Y E5- E4) 72 0.569 57 0.6042 60 -0.4166 36
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Q45(E1y E2-E5) 67 0.546 55 0.6716 67 80.4 0.3000 60 -0.2623 42
Q46(E3 Y E4- E5) 66 0.597 60 0.6807 68 -0.2043 43
Q47(E1Y E4- E5) 44 0.582 58 0.6428 64 -0.2065 43
QA48(E2 Y E3- E5) 71 0.564 56 0.7078 71 0.3767 63
Q49(E1Y E3- E5) 74 0.557 56 0.7407 74 0.4952 67
Q50(E2 Y E4- E5) 52 0.569 57 0.6042 60 -0.5436 32
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13.METODOLOGIAS GENERALES

13.1 Almacenamiento a largo plazo de cepas bacterianas (gliceroles)

Inocular una colonia (de un crecimiento fresco) en tubo con 5 mL de medio LB pH 7.0
(complementado con 5 pL de Kan50mg/mL). Posteriormente, incubar por 16 h a 37°C, 220
rpm e inocular a una dilucién 1:100 (500 pL) en un nuevo matraz con 50 mL de LB + 50 uL de
Kan 50mg/mL hasta que el cultivo alcance la fase logaritmica o fase estacionaria.

Colocar en cada vial 1 mL de la solucion estéril de glicerol (Tabla 14) y adicionar 1 mL del cultivo
bacteriano. Es importante mezclar perfectamente la suspensidn para evitar la formacion de
cristales de hielo que pueden disminuir la viabilidad de las células. Congelar rapidamente en

etanol-hielo seco y almacenar a -80 °C

Tabla 13. Solucidn de glicerol para almacenamiento a largo plazo.

Solucion de glicerol (100 mL)
Glicerol 65%
MgSO4 0.1M
Tris Base pH 8 0.025 M
ddH20 22.5mL
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13.2 Preparacion de células quimiocompetentes de E. coli

A partir de un glicerol de referencia se realizé un cultivo en una caja con medio LB mas agar
bacterioldgico sin antibidtico de seleccidn, durante 16 h a 37°C. Posteriormente, se tomé una
colonia aislada con crecimiento evidente y se cultivd en un tubo con 5 mL de medio LB sin
antibidtico de seleccidon, durante 16 ha 37°Cy 220 rpm. Después se tomé 1 mL del cultivo para
inocular un matraz con 50 mL de medio LB y se incubd a 37°Cy 220 rpm hasta alcanzar una
DOsoo de 0.6. El cultivo se centrifugd a 13000 rpm por 10 min a 4°C, se descartd el
sobrenadante, la pastilla se recuperd y se resuspendié con 5 mL de CaCl; (0.1 M) estéril.
Después se procedioé a incubar en hielo durante 2 h y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min,
la pastilla se resuspendid con 5 mL de CaCl, (0.1 M) estéril y se agregaron 88 uL de DMSO por
cada mL de células en CaCly. Se hicieron alicuotas de 100 pL de células competentes y se

almacenaron a -80°C hasta su uso (Sambrook et al, 1989).
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13.3 Transformacion de células quimicamente competentes de E. coli

La transformacion de células quimiocompetentes de E. coli (DH5a) y SoluBL21, se realizd por
el método de choque térmico. Una alicuota de 100 uL de células competentes se mezcld en
condiciones de esterilidad con un volumen de plasmido, construccién o ligacién segun fue el
caso, y se incubaron a 4°C durante 30 min en bafo de hielo. Posteriormente, se realizo el
choque térmico en un bafio maria a 42°C durante 45 segundos e inmediatamente después se
incubaron a 4°C durante 3 min en bano de hielo. Luego, se adicionaron 450 mL de medio LB
sin antibidtico de seleccidn, el cultivo se incubd a37°Cy 220 rpm durante una hora y se sembré

en placas con medio LB mas el antibiético de seleccién a 37°C por 16 h.

13.4 Seleccion de clonas transformantes de E. coli para confirmar la presencia
de la construccidn de interés.

Las colonias resultantes de la transformacién con cada una de las construcciones que
presentaron resistencia al antibidtico de seleccidn fueron crecidas en 5 mL de medio LB con la
adicién de antibidtico (ampicilina 100 pg/mL o kanamicina 50 pg/mL) y se incubaron por 16 h
a 37°Cy 200 rpm en una incubadora con agitacion orbital, posteriormente se les extrajo el
DNAp utilizando del kit “QlAprep Spin Miniprep” (QIAGEN). Con el DNAp obtenido se hicieron
digestiones con las enzimas de restriccidon Xhol y Ncol para confirmar la presencia del inserto

correspondiente al gen Q4.
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13.5 Medios y condiciones de cultivo para E. coli

Para la obtencidon de proteina recombinante de E. coli se utilizé la cepa SoluBL21. El
crecimiento en esta etapa se realizé en el medio LB (1% Triptona, 0.5% Extracto de levaduray
1% NaCl), adicionando 100 pg/mL de ampicilina é 50 ug/mL de kanamicina como antibidtico
de seleccidn. Las placas de seleccidén poseian el mismo medio adicionado, con el antibiético de

seleccion mas 1.5% de agar bacterioldgico.

13.6 Analisis de proteinas por SDS-PAGE

Las muestras se analizaron en gel de poliacrilamida al 16% de 0.75 mm de espesor con una
camara de electroforesis vertical Mini-Protean® Il Cel (Bio-Rad), utilizando como amortiguador
de corrida SDS-Tris-Glicina (25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0.1% SDS). Se utilizaron los
marcadores de peso molecular 250 (Bio-Rad), se inyectaron 10 pL por cada muestra y se
corrieron a 85 V por 20 min seguido de 90 V por 150 min. Las bandas se visualizaron por tincion
con azul de Coomassie. La fotodocumentacion de las imagenes se llevé a cabo utilizando un
fotodocumentador Gel Doc XR + Gel Documentation System (Bio-Rad).

Para el analisis de proteinas de las muestras mediante SDS-PAGE, se adicion6 100 uL del
amortiguador de muestra 2x SDS-PAGE a 100 uL de muestra y se hirvieron por 5 min. Las
muestras procesadas de esta manera se analizaron en un gel de poliacrilamida al 15% de 0.75
mm de espesor en una cdmara de electroforesis vertical (Bio-Rad Mini-Protean® Il Cell). Se
utilizaron los marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Standards” (Bio-Rad), y las

bandas se visualizaron por tincidn con el colorante azul de Coomassie.
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