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RESUMEN

Fasciola hepatica produce, durante la infeccion, una serie de cisteinas tipo catepsina L
la cual permiten al parésito la invasion, alimentacién y evasion del sistema inmune. El
trematodo expresa 7 isoformas de Catepsina tipo L, siendo catepsina L5 (CatL5Fh)
secretada en mayor proporcion en el estadio adulto; por lo que se considera que esta
proteinasa esta involucrada en la supervivencia y alimentacion ya que puede degradar
componentes proteicos del hospedero definitivo. En la Unidad de Biotecnologia
Molecular (UBM) se ha determinado que CatL5Fh puede degradar ST3 (codificado en
UBM) por lo cual resulta de interés evaluar esta cisteina proteinasa como un potencial
agente de aplicacion biomedico. Debido a que la purificacion de CatL5Fh nativa a partir
de parasitos adultos requiere de inversion de costo y tiempo resultando en bajos
rendimientos de la proteinasa pura; el objetivo del presente estudio es expresar
rCatL5Fh en el sistema de expresion del vector pET-26b(+) en las cepas BL21 y Rosetta
de Escherichia coli, purificar y caracterizar su actividad con el sustrato ST3. rCatL5Fh
fue clonada y expresada por fermentacion con diferentes concentraciones de IPTG y en
distintos tiempos para controlar la formacion de cuerpos de inclusion. El mas alto
rendimiento de produccion de rCatL5Fh purificada que se obtuvo con BL21 fue de 4.5
mg por 100 ml de cultivo con 1 mM de IPTG, 37 °C por 16 horas y con Rosetta fue de
6 mg por 100 ml con 0.25 mM de IPTG, 37 °C por 8 horas. Sin embargo, rCatL5Fh
purificada por distintos procedimientos no tuvo actividad proteolitica por lo que se
sugiere que esta proteinasa requiere transitar por el sistema de secrecion para lograr las
modificaciones post-traduccionales y el plegamiento adecuado de su forma activa,

procesos que no ocurren en los sistemas de expresion procariotas.

Palabras claves: Escherichia coli, recombinante, proteasa, Fasciola hepatica,

catepsina L5.



ABSTRACT

Fasciola hepatica produces, during infection, a series of cathepsin L-type cysteines
which allow the parasite to invade, feed, and escape the immune system. The trematode
expresses 7 isoforms of Cathepsin type L, being cathepsin L5 (CatL5Fh) secreted in a
higher proportion in the adult stage; therefore, it is considered that this proteinase is
involved in survival and feeding since it can degrade protein components of the
definitive host. At the Molecular Biotechnology Unit (UBM) it has been determined
that CatL5Fh can degrade ST3 (encoded in UBM), therefore it is of interest to evaluate
this cysteine proteinase as a potential agent for biomedical application. Because the
purification of native CatL5Fh from adult parasites requires investment of cost and time
resulting in low yields of pure proteinase; The objective of the present study is to express
rCatL5Fh in the expression system of the vector pET-26b (+) in the BL21 and Rosetta
strains of Escherichia coli, to purify and characterize its activity with the ST3 substrate.
rCatL5Fh was cloned and expressed by fermentation with different concentrations of
IPTG and at different times to control the formation of inclusion bodies. The highest
production yield of purified rCatL5Fh that was obtained with BL21 was 4.5 mg per 100
ml of culture with 1 mM IPTG, 37 ° C for 16 hours and with Rosetta it was 6 mg per
100 ml with 0.25 mM IPTG, 37 ° C for 8 hours. However, rCatL5Fh purified by different
procedures did not have proteolytic activity, which is why it is suggested that this
proteinase requires transit through the secretion system to achieve post-translational
modifications and proper folding of its active form, processes that do not occur in

systems of prokaryotic expression.

Key words: Escherichia coli, recombinant, protease, Fasciola hepatica, cathepsin
L5.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Fasciola hepatica

1.1.1 Morfologiay clasificacion taxonémica

Fasciola hepatica, conocida como duela del higado, es un endoparasito hermafrodita
perteneciente al filo de platelmintos, clase trematoda, subclase digenea, orden
plagiorchiida y familia fasciolidae (1,2). Este parésito tiene una simetria bilateral con
forma de hoja aplanada dorsoventralmente, presenta aparato digestivo incompleto,
aparato excretor con protonefridios y ventosas tanto en la boca como en la zona ventral
lo cual le permite adherirse a los tejidos del conducto biliar (figura 1A); ademas, al ser
hermafrodita, presenta autofecundacion y fertilizacion cruzada incrementando la

diversidad y el flujo genético (1-3).

En el estadio adulto, la Fasciola hepatica mide alrededor de 17 a 29 mmde largo y 9 a
12 mm de ancho; de acuerdo a ello (16), es considerado uno de los trematodos mas

grandes, por detras de la F. gigantica, a nivel mundial (2,4,5,7,8). Los huevos de la F.

hepatica miden en promedio 140 um de largo y 75 pum de ancho (figura 1B) (2,4,6-
8,16).

— Cojin iscoso
1:Ventosa oral 2:Faringe
3: Esofago 4: Ventosa ventrsl Manchas
5:Caeca &: Poro genital ocul ares
7:3acocimo 8: Conducto deferente
9: Owario 10: Utero
11: Cotipe 12: Ductovitzling Células
13: Testiculo 14: Glandulzsvitslinas. germinales

Figura 1. A) Diagrama de F. hepatica con sus estructuras principales y B) del huevo
completamente desarrollado con un miracidio listo para la eclosion. (adaptado de Stuart
J. Andrews 1999) (2).



1.1.2 Ciclo de vida

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria causada por la F. hepatica. La infeccion
es un problema de salud publica global debido a que el parésito infecta humanos y
también constituye un serio problema para la ganaderia por la alta prevalencia de
infeccion en vacunos, ovejas, camélidos, conejos, entre otros causando disminucién en
la produccidn de carne, leche, lana y ocasionando pérdidas significativas en la economia
ganadera de los paises. (2,4,9-14).

El ciclo de vida del trematodo (figura 2) se inicia con la excrecion de huevos, en las
heces, por los animales infectados (2,9,15-18). Los huevos libres en el agua, en
condiciones Optimas de temperatura (10-30 °C), luz, humedad, pH vy tensién de O>
favorece la emergencia de los miracidios ciliados que nadan en busca de su hospedero
intermediario (caracol del género Lymnaea - principal, Galba, Fossaria y
Pseudosuccinea) (8,15-22). Existen mas de 20 especies del género Lymnaea que actan
como transmisores intermediarios del treméatodo. Durante la infeccion del caracol, el
miracidium pierde su capa ciliada y desarrolla un esporoquiste que consiste de multiples
células germinales que dan lugar a una redia el cual sera desarrollada y liberada por la
explosion de la pared del esporoquiste en las glandulas digestivas (higado) del caracol
(15-22). Al igual que el esporoquiste, la redia consiste de multiples células germinales
que se multiplicardn y daran lugar a la etapa final larval denominada cercaria; en este
estadio, el parasito presenta una cola larga que le permite moverse en el medio exterior
(15-21).

La cercaria sale del caracol y nada libremente en el agua para adherirse a objetos u hojas
acudticas (15-18). Después de la adherencia, pierde su cola y se enquista como
metacercaria (15,16). Esta ultima es la forma infectante del parésito y el hospedero
definitivo adquiere la infeccion por la ingesta de la metacercaria adheridas en las hojas
o flotando en el agua. Luego de la ingestidn, la capa del quiste es destruido en el intestino
delgado del hospedero (por proteasas del estbmago, sales biliares, tension de COy, altas
temperaturas) y el trematodo juvenil es liberado para penetrar la pared intestinal, entrar
a la cavidad abdominal, atravesar el espacio peritoneal y buscar el higado (a través de
respuesta a estimulos) (2,15,16). La F. hepatica juvenil migra por el parénguima

hepético del higado para finalmente alojarse en el ducto biliar, donde alcanza la madurez
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sexual e inicia la produccion de huevos. El huevo alcanza el duodeno por los canales
biliares y son excretados con las heces y asi reiniciar otro ciclo de vida (figura 2). Se ha
observado de forma poco frecuente infecciones ectdpicas de F. hepatica, donde el
parésito se localiza en otros érganos del hospedero como el corazon, vasos sanguineos,
pulmon, cavidad pleural, cerebro, pancreas, etc (2,15,18). En humanos, la maduracion
desde metacercaria a un trematodo adulto toma entre 3 a 4 meses luego de la ingesta de
metacercarias (23).

Sporocysts Rediae Cercariae on aquatic vegetation. on vegetation
o ingested by
definitive host.

@ @ @ e Free-swimming _ .
cercariae encyst 7 \ @ etacercariae
& )

o Immature flukes excyst

in duodenum, penetrate
intestinal wall, and migrate
though liver parenchyma
to biliary ducts.

Development in snail tissue

Miracidia penetrate
snail intermediate host.

Ruminants are
the typical

Miracidia hatch definitive hosts.

from eggs, seek out % HL
snail intermediate ik
host.

Eggs become embryonated
@ Infective stage Inwater,

6 Diagnostic stage

F. hepatica F. gigantica

Unemt;roynated ogas e Adult flukes in hepatic biliary ducts

are passed in feces.

Figura 2: Ciclo de vida de Fasciola hepatica (23). Reproducida desde
http:www.dpd.cdc.gov/dpdx
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1.1.3 Organizacion genémica

La F. hepatica es un treméatodo di-genético que presenta un alto potencial zoonético ya
que tiene alta habilidad para infectar un amplio rango de mamiferos como los vacunos,
camélidos, ovinos, caprinos y humanos; ademas, este parasito tiene la capacidad de
adaptarse de forma rapida a otros hospederos como canguros y roedores (24-25). Su alta
infectividad esta correlacionada con la expresion de biomoléculas del parésito durante

distintos estadios de desarrollo que atraviesa (16,24-28).

F. hepatica tiene un genoma de 1.3 Gbp con 10 pares de cromosomas, 32% de
secuencias de ADN repetitivas, y ademas retrotransposones (16,24,25). Por otro lado,
el parasito presenta un elevado grado de polimorfismo genético lo que explica el alto
potencial evolutivo y la alta adaptabilidad en un amplio rango de hospederos
intermediarios y definitivos (16,25,28,29). La expresion de los genes varia segun la
etapa de infeccion en el que se encuentre el treméatodo en el hospedero definitivo o
intermediario; esta caracteristica puede aprovecharse para buscar drogas que interfieren

con el ciclo de vida del parésito (16,30).

La F. hepatica tiene la capacidad de auto-fertilizacion, una forma de endogamia que
influencia en la frecuencia de alelos en una poblacién; esta caracteristica tiene una
ventaja en expandir los alelos de resistencia en caso los rasgos sean recesivos, pero ésta
puede tener desventajas debido a que la heterocigosidad y diversidad genética dentro
del parésito individual disminuiria. Contrariamente, el amplio rango de hospederos del
treméatodo permite al parasito tener mayor flujo genético y mantener la diversidad
genética (25,31).

1.1.4 Protedmica

Se reporta que F. hepatica contiene 22,676 genes codificantes de proteinas (16) que se
expresan especificamente durante la etapa de infeccion dentro de su hospedero ya sea
intermediario o definitivo. Se han identificado enzimas (en mayor porcentaje) y otras

proteinas para la evasion de la respuesta inmune del hospedador (16,27,30,32).

12



Se ha realizado el analisis protedmico de los estadios de F. hepatica durante la infeccion
a su hospedero definitivo, se compard el conjunto de las proteinas expresadas en
trematodos adultos, juvenil y proteinas solubles somaticas (27,32). En el anélisis de
expresion relativa, se encontrdé que la proteina mas abundante en juvenil y adultos son
las proteinasas, representando el 83 y 73% del total de proteinas, respectivamente
(figura 3 a,b). En el caso de proteinas solubles somaticas como catepsinas L y B
representaron un 51% del contenido total de proteinas (25-27,32,33), seguido de
legumainas (20%), metaloproteinasas (17%), serina proteinasas (8%), y calpaina (2.8%)
(figura 4a).

En la expresion proteica desde el estadio juvenil, la familia de catepsina L fue el grupo
mas representado dentro de las cisteinas proteinasas, comprendiendo un 50 % del total,

seguido por catepsina B (25%) y legumainas (24%) (figura 4b) (32).

Para la expresion proteica del trematodo adulto, la clase mas abundante de proteinasas
fue incluso relacionado a la familia de cisteina proteinasa, con un 44% de catepsinas L,

seguido por catepsina B (26%) y legumainas (15%) (figura 4c).
Debido a que las catepsinas son las proteinasas secretadas en mayor proporcion durante

la infeccion, se sugiere que estas presentan roles importantes para la invasion y

supervivencia del parasito dentro de su hospedero (25-27,32,33).
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Figura 3: Clasificacion funcional de proteinasas derivados de F. hepatica identificados

(a) productos de juveniles (b) y de adultos (32).
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1.1.4.1 Cisteina proteinasas

Las cisteinas proteinasas son enzimas que se encuentran distribuidas desde procariotas
hasta eucariotas superiores. Estas proteinas son endopeptidasas pertenecientes al clan
CA 'y se caracterizan por tener en el sitio activo los residuos de Cis, His y Asn (figura
8) (34-39). En F. hepatica, las cisteina proteinasas estan involucradas en la hidrdlisis de
hemoglobina, invasidn de globulos rojos, salida del parasito, procesamiento de proteinas
de superficie, evasion del sistema inmune, etc. Estas moléculas son blancos terapéuticos

para el desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento de la fascioliasis (16,39-46).

Las familias de la cisteina proteinasas se clasifican por la homologia de secuencias y la
especificidad por el sustrato. Las familias mas abundantes de cisteina proteasas son la
papaina y las catepsinas (34-37,43,47). El grupo principal de cisteina proteinasas en los
mamiferos y en los humanos son las catepsinas, que presentan 11 isoformas (catepsinas
B,C,F,H, KL, O,S,V, XyW) (35,48) y que cumplen diferentes funciones celulares.
En F. hepatica, la catepsina L (CatLFh) y B son las cisteina proteinasas expresadas en
mayor proporcion durante la infeccion y juegan un rol clave en la supervivencia del
treméatodo en el hospedero definitivo (figura 4) (32,37,43,48). En efecto, F. hepatica
expresa 7 isoformas de catepsinas L: CatL1Fh, CatL2Fh, CatL3Fh, CatL4Fh, CatL5Fh,
CatL6Fh y CatL7Fh (37,43,49).

Las cisteinas proteinasas son expresadas como precursores inactivos (zimogeno) para
prevenir la autodegradacion y la degradacion de proteinas de forma no controlada,
caracteristica que comparten otras enzimas proteoliticas. Los zimdgenos de las
catepsinas de F. hepatica contienen un pro-dominio que bloguea la entrada del sustrato
al sitio activo, direcciona la proteina para su ensamblaje y media la localizacion
intracelular (16,32,37,39,49-51). La interaccion entre el pro-dominio y el dominio
maduro se da a través de los residuos de F°°p, F®p, F'lp, Y*®p y Yp donde p
representa los residuos del pro-dominio y los aminoacidos mencionados al dominio
maduro (37,52). El pro-dominio contribuye, incluso, a la clasificacion de las isoformas
de la catepsina en tres grupos: Exopeptidasas, endopeptidasas y un grupo no conocido
(figura 5).
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Figura 5: Representacion esquematica del pro-dominio y el dominio maduro de las

cisteinas proteinasas (37).

1.1.4.1.1 Proceso de activacion de las cisteinas proteasas
La activacion del zimdgeno involucra la escision del pro-dominio. El proceso puede

darse por diferentes vias tales como autoactivacion, transactivacion o ambos a la vez

(37).

1.1.41.1.1 Auto activacion

En el caso de catepsina L, el procesamiento inicia con la disrupcion de puentes salinos
conservados, donde la presencia de cisteina en la posicién 25 es esencial (16). Los
puentes salinos se rompen debido a la protonacién del grupo carboxilo; este paso
desencadena la disrupcién del nucleo hidrofébico dirigiendo a la disociacion del pro-

dominio del sitio activo e iniciandose entonces el proceso de autoactivacion (37,54).

La auto-activacion de catepsinas es una combinacion de procesos uni y bimoleculares
(54). El proceso unimolecular involucra la disociacion del pro-dominio del sitio activo;
el proceso bimolecular es el paso siguiente en el cual la misma catepsina activada
procesa y activa las otras catepsinas a través de uno o varios pasos de catalisis
(autoactivacion) (37,54). Este proceso depende del pH, generalmente ocurre en medio

acido (37,53).
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Los glicosaminoglicanos (GAG) tales como GAG sulfatados, heparina, sulfato de
heparano, sulfatos de condroitina A, B, C, E y otros polisacaridos cargados
negativamente modulan la activacion de cisteina proteasas, principalmente de
catepsinas L y B, incluso a pH neutro (37,38,55). Para la activacion de catepsina B,
GAG se une a residuos cargados positivamente en el bucle de eclosién entre el dominio
maduro Yy el pro-dominio; la interaccién resulta en un cambio conformacional al pro-
dominio, el cual expone el sitio activo para la catélisis de otras pro-catepsinas B (figura
6) (37,55).

1.1.4.1.1.2 Trans-activacion

Trans-activacion involucra la escisién por otras moléculas de la misma enzima u otras
proteasas que escinden especificamente los residuos de union entre el pro-dominio y el
sitio activo. Por ejemplo, las catepsinas C y X, requieren de endopeptidasas como
catepsinas L 0 S para su activacion; catepsina S requiere de la degradacion de su pro-
dominio por la catepsina L para su activacion (37,56) (figura 7).

Active site

Procathepsin B

Change

Figura 6: Mecanismo de autoactivacion de catepsina B en presencia de GAG. Unidn
de GAG induce un cambio conformacional de la pro-catepsina desenmascarando el sitio

activo y permitiendo la entrada de sustratos (37).
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Cathepsin X
pro-domain

Trans-activation

Procathepsin X Cathepsin L Cathepsin X

Figura 7: Transactivacion mediado por otra molécula. Pro-catepsina X consiste de un
pro-dominio (azul) unido covalentemente al sitio activo; Catepsina L trans-activa pro-

catepsina X por el clivaje del pro-dominio (37).

1.1.4.1.2 Mecanismo de catalisis

Las cisteinas proteinasas contienen en su sitio activo los residuos de Cys25 - His162 -
Asnl182 (figura 8). La histidinal62 actia como donador de proton y potencia la
nucleofilicidad del residuo cisteina25 (16,37,50,57,58). El residuo tiol de cisteina25
nucleofilico ataca al carbono del enlace peptidico reactivo, produciendo el primer
intermediario tioéster tetraédrico con el lanzamiento de un fragmento amina o amino
terminal del sustrato (figura 9) (16,37,57,58). El intermediario es estabilizado mediante
enlaces de hidrogeno entre el oxianion del sustrato y un residuo de glutamina altamente
conservado. Seguidamente, el enlace tioéster es hidrolizado para producir un &cido
carboxilico desde el fragmento de sustrato restante (figura 9) (16,37,57,58). En el caso
de la asparagina, este es crucial en el proceso catalitico ya que ayuda a orientar al residuo
de Cis25 y ademas convierte a esta misma en un mejor aceptor de electrones a través de
los efectos electrostaticos (16,37,57,58).
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Figura 8: Representacion estructural de la cisteina proteinasas. Dominio maduro
(naranja) presentando sus residuos del sitio activo: Cys25, His162 y Asnl182 (verde)

importantes para la catalisis de su sustrato (37).
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Figura 9: Mecanismo catalitico de hidrélisis peptidico catalizado por cisteina

proteinasa (16).

1.1.4.2 Catepsinas

F. hepatica secreta catepsinas tipo L y B, las cuales son importantes para el éxito en la
infeccidn y supervivencia del parasito. CatL3Fh es considerada como la mas antigua
por analisis de su secuencia (37,59). CatL3Fh, por duplicacion, gener6 CatL2Fh; de
forma similar, la duplicacion subsecuente de CatL2Fh dio origen a CatL1Fh, y luego

esta Gltima por el mismo mecanismo generé CatL5Fh (37,59).
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Las isoformas de catepsinas B y L son secretadas diferencialmente durante el ciclo de
vida del parésito donde estimulan la respuesta humoral de anticuerpos en el hospedero
mamifero infectado, siendo considerado como antigenos inmunodominantes en la
fascioliasis humana. La catepsina B y L3 son expresadas en el estadio de metacercaria,
la catepsina B, L1, L2, L3 son expresadas en el estadio juvenil y catepsinas L1, L2 y L5

son secretadas en mayor proporcion en la etapa adulta (figura 10) (15,25,26,27,59-62).

Las catepsinas L pertenecen a un grupo monofilético dentro del linaje enzimatico que
da origen a las catepsinas L, S y K de mamiferos; por ende, se considera que las
proteasas de la F. hepatica son idénticas, en un 40-55%, a las catepsinas Ls de los
vertebrados (63-66).

NEJ Immature Adult

Infective stage: — ur
Penetration Migration/Feeding Feeding/Reproduction

SIRYNRY.

Figura 10: Perfil de expresion de las catepsinas B e isoformas de L en cada etapa
durante la infeccion de la F. hepatica a su hospedero definitivo. NEJ (JND); FhCL
(CatLFh); FhCB (CatBFh) (Modificado de 27,61,64)

1.1.4.2.1 Catepsina tipo L

La caracterizacion de varias isoformas de catepsinas indica que difieren en la
especificidad por el sustrato de acuerdo al residuo de aminoacido presente en su centro
activo (49); a partir de ello, las familias de las catepsinas se dividen en 4 clados (figura
11) en la cual cada uno presenta una afinidad especifica para un sustrato determinado
(67,68).
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Las catepsinas Ls son blancos para el desarrollo de drogas anti Fasciola porque son
esenciales para lograr la infeccién a su hospedero y para el ciclo de vida del parésito; de
acuerdo a su importancia, estas proteinas estan involucrados en: potenciar la produccion
de huevos en la F. hepatica adulta (cuando estas proteasas se encuentran en los 6rganos
reproductivos del trematodo) (63,67,69,70); digerir un determinado rango de
componentes del hospedero para la alimentacion y migracion (67,71); tienen la
capacidad de degradar inmunoglobulinas del hospedero para contrarrestar citotoxicidad
celular dependiente de los anticuerpos (ADCC) (72); supresion de la proliferacion de
linfocitos T; reduccién de la expresion de CD4 y células T humanas y, modula la
inmunidad a través de la supresion de la respuesta inmune tipo Thl (65,73,74). Estas
funciones evidencian que las catepsinas Ls juegan roles importantes en la evasion del
sistema inmune y en la alimentacion del trematodo dentro del hospedero; ademas,
aumenta la virulencia del parésito mejorando la entrada, migracion, y permanencia en
el hospedero (45,71,73,69y 74).

FgCatL-B
FgCatL-E
FhCatL6
FgCatL2
FgCatL-A D L69
FhCatL1
FhCatL3
FhCatL9
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FhCatL8
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100 FhCatL10

Outgroups
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Figura 11. Familias de catepsinas L de F. hepatica. Arbol filogenético de catepsinas
Ls. Las proteasas son divididas hacia 4 distintos clados, donde el residuo del aminoacido

en la posicion 69 es conservado en cada clado (68).

22



Con respecto a las funciones especificas de las catepsinas L, se caracterizd que tanto
CatL1Fh como CatL2Fh pueden degradar matriz extracelular y moléculas de membrana
basal incluyendo fibronectina, laminina, hemoglobina y colageno (65,67,73,75). Asi
mismo, la catepsina L2 tiene la capacidad de degradar fibrindgeno, para producir un
coagulo de fibrina, previniendo el excesivo sangrado en los puntos de alimentacién en
el ducto biliar; alternativamente, también puede producir aglutinacion previniendo el
acceso de células inmunoldgicas a la superficie del parasito o al sitio de infeccién
(16,67,69,73,75-77).

1.1.4.2.2 Interaccién de catepsinas L con su sustrato

Las cisteinas proteinasas presentan sub-sitios en su sitio activo que estan formados por
residuos que le brindan un arreglo estructural caracteristico y especificidad para un
sustrato determinado (16,67,71,78 y 79). En la figura 12, se presenta la localizacion de
estos sub-sitios en la ranura del sitio activo de la catepsina L, donde S1’, S2' y S3’ estan
direccionados al C-terminal, mientras que S1, S2 y S3 estan cercanos al N-terminal
(16,51,71,78,79).

Figura 12: Localizacion del sub-sitio en el sitio activo de la catepsina L (79).

Los residuos del sustrato que interactian con cada sub-sitio son conocidos como P1’,
P2', P3’, P1, P2 y P3 (116,51,71,78,79). El mecanismo de interaccion se muestra en la
figura 13, donde la flecha roja indica el sitio de corte del sustrato; de acuerdo a ello, el
sub-sitio inmediatamente N-terminal al sitio de corte es S1, mientras que el sub-sitio
inmediatamente C-terminal al sitio de corte es S1’(16,51,68,71,78-80).
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Las catepsinas Ls tienen residuos pequerios, extensos y ramificados en la posicion P1’,
residuos bésicos e hidrofébicos en la posicion P3. La interaccion eficaz enzima-sustrato
depende de una buena interaccion entre el sub-sitio S2 y P2 (interaccion S2-P2)
(51,67,71,78-80). En efecto, las variantes de aminoacidos presentes en S2 van a
determinar la especificidad de cada isoforma de catepsina L sobre su sustrato (45),
teniendo en cuenta que S2 cominmente muestra una preferencia por aminoacidos
hidréfobos alifaticos o aromaticos cominmente leucina o fenilalanina (16,51,68,71,78-
80).

Substrate +
N .--W-.. C

Enzyme S3 S2 S1 st s2' s3'

Figura 13: Nomenclatura de la interaccion del sustrato con el sitio activo de la enzima
(67,80).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se caracteriz0 siete posiciones de los
residuos de aminoacidos dentro de la region S2 importantes para determinar la
especificidad (49). Estos aminoacidos son ubicados en la posicion 67, 68, 133, 157, 158,
160 y 205 (tabla 1). En consecuencia, ellos determinan el tipo de sustrato a reconocer
por las distintas isoformas de catepsina L (16,51,68,71,78-80). A partir de ello, se
encontré que CatL1Fh con Leu67, Vall57 y Leu205 tiene una preferencia fuerte por
aceptar Leucina hidrofobica en la posicion P2, mientras que CatL2Fh con Tyr67,
Leul57 y Leu205 también puede aceptar Leucina, pero con una alta preferencia por
Prolina (57,63,64,71-73). En conclusién, los aminoacidos ubicados en la posicion 67,
157 y 205 son mucho mas importantes para la determinacion de especificidad de sustrato

de las distintas isoformas de catepsinas L.
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Tabla 1: Ubicacion de los aminoacidos en el sub-sitio S2 de las catepsinas L.

Residues

67 68 133 157 158 160 205

Human cathepsin L Leu Met Ala Met Asp Gly Ala
Human cathepsin K Tyr Met Ala Leu Asn Ala Leu
Adult: FhCL 1A Leu Met Ala Val Asn Ala Leu
FhCL 1B Leu Met Ala Leu Asn Ala Leu

FhCL 2 Tyr Met Ala Leu Thr Ala Leu

FhCL 5 Leu Met Ala Leu Asn Gly Leu

Juvenile: FhCL 3 Trp Met Ala Val Thr Ala Val
FhCL 4 Phe Met Ala Leu Asn Ala Phe

Comparacion de residuos del sitio activo S2 que contribuye a unién diferenciado de
sustratos en catepsina L de F. hepatica y catepsinas L y K de humanos. Los residuos del
S2 coloreados en rojo son importantes porque confieren especificidad para su sustrato
(71).

1.1.4.21.1 Catepsina L5 (CatL5Fh)

La catepsina L5 (CatL5Fh; figura 15) es una proteinasa secretada por F. hepatica
durante la infeccion del hospedero definitivo, los niveles de esta enzima en el estadio
juvenil son menores que la etapa adulta (figura 10) (16,26,27,32,49,61,64,67,68,71,81).
El gen que codifica la proteina consta con un fragmento de lectura abierta de 981
nucleotidos que codifica al zimdgeno de peso molecular 37.1 kDa, la enzima madura de
24.4 kDa (49). CatL5Fh tiene una gran similitud de secuencia con CatL4Fh, con 97%
de identidad a nivel de aminoacidos; también presenta una similitud debajo del 80% con
CatL2Fh y CatL7Fh (16,49,67,71).

CatL5Fh consta de Leu67, Leul57 y Leu205 en el sub-sitio S2 lo cual le permite tener
la capacidad alta de digerir hemoglobina, inmunoglobulina, laminina, fibronectina y
colageno (16, 64, 67, 71). La proteinasa se caracteriza por presentar preferencia Unica
para el acido aspartico y leucina en la posicion P2 del sustrato (16,64,67,71,82).
Catepsina L5 comparte un rango de sustratos con otras isoformas de catepsinas L,
especialmente con L1y L2; sin embargo, el perfil de preferencia de sustrato sugiere que
la habilidad de acomodar en P2 a Leucina y Acido aspartico es tnico de la CatL5Fh (16,
64, 67, 71, 82-85).
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Figura 14: Estructura 3D de la Catepsina L5 desde la Fasciola hepatica resaltando los

R91

residuos que poseen altas fluctuaciones. Los residuos coloreados en verde presentan una

mayor flexibilidad, incluso mayor que la catepsina L1 (16).

1.1.4.2.1.2 Importancia del estudio

CatL5Fh es una proteinasa secretada en la etapa adulta de la F. hepatica que cumple un
rol en la supervivencia del trematodo en el hospedero ya que participa en la evasion del
sistema inmune y en la alimentacion del helminto. La Catepsina L5 se caracteriza por
degradar el sustrato ST3 (sustrato codificado en el laboratorio de Unidad de
Biotecnologia Molecular — Universidad Peruana Cayetano Heredia) la cual le convierte

en un potente agente biomédico.

Para continuar con el desarrollo de CatL5Fh como una innovacion biomédica, se
requiere contar con altas cantidades de CatL5Fh nativa; sin embargo, esta proteinasa es
recuperada de forma limitada a partir de los paréasitos adultos con alta inversion de
tiempo y dinero; por ende, es necesario utilizar la tecnologia de ADN recombinante para
lograr un mayor rendimiento de la enzima activa y continuar el desarrollo de su potencial
aplicacion biomédica. A partir de ello, el objetivo del presente trabajo es expresar,
purificar y determinar la actividad enzimatica de la proteina recombinante catepsina L5
(rCatL5Fh) en un sistema de expresion procariota. Se elige sistema de expresion
procariota debido a que anteriormente un grupo de investigadores lograron expresar una

cisteina proteinasa en un sistema de E. coli (112) por lo cual se plantea la hipbtesis de

26



que algunas cisteinas proteasas (como CatL5Fh) probablemente no necesitan de

modificaciones post-traduccionales para presentar actividad enzimatica.

1.2 Proteina recombinante expresada en E. coli

E. coli es una bacteria ampliamente utilizada para la produccion de proteinas
recombinantes. Las ventajas de este sistema de expresién son: i) el amplio rango de
vectores con que se cuenta, ii) relativamente facil control de la expresion del gen, iii)
tasas altas de rendimiento de la produccion de proteina recombinante, iv) la produccion
puede ser disefiada para la secrecién hacia el periplasma de la célula (86,87). En este

sistema se puede clonar tanto genes procariotas como eucariotas (86-89).

El objetivo de optar por la tecnologia de ADN recombinante es para producir grandes
cantidades de la proteina de interés; sin embargo, la sobreproduccion de la proteina
recombinante puede ser dafiina para la célula hospedera que forma cuerpos de inclusion
como mecanismo de defensa por la toxicidad generada por la sobreexpresion de la
proteina (86). Los cuerpos de inclusién son agregados de proteinas mal plegadas y no
funcionales. En ese sentido, para disminuir la formacion de cuerpos de inclusion, se
usan vectores de expresion en los que se pueda controlar cuando y cuénta proteina va a
producir el hospedero; a partir de ello, se conoce que los vectores pET y pBAD tienen
mecanismos para cambiar de un estado encendido a apagado de la produccién de la

proteina, incluso, pPBAD puede modular la cantidad de proteina producida (91-92).

Los vectores de expresion (plasmidos) tienen tres caracteristicas principales: secuencia
ori (origen de auto replicacion de ADN); gen de resistencia a antibidticos (el cual
permite la seleccion del hospedero transformado) y una region polylinker (sitio maltiple
de clonacién) en donde se inserta la secuencia de interés (86,90). Adicionalmente, los
plasmidos tienen distintas secuencias que le permiten controlar la expresion del gen de
interés; como, por ejemplo, pET tiene un promotor hibrido T7/lac (upstream al gen de
interés) y un terminador T7 (downstream al gen de interés) (86). La transcripcién desde
el promotor hibrido requiere del ARN polimerasa T7 codificada en el genoma de E. coli;
tanto el ARN polimerasa como el promotor hibrido tienen una regién denominada
operador lac al cual normalmente (altas concentraciones de glucosa) se une el tetrdmero

de la proteina represora del operdn lac para inhibir la transcripcién (figura 15A) (86).
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La activacion de la transcripcion depende de la presencia del inductor galactosa. La
galactosa sirve tanto como inductor y como recurso de carbono; esta Ultima
caracteristica hace que disminuya la capacidad de la galactosa para inducir por lo que
es muy inestable de su concentracion; a partir de ello, para una induccidn eficaz se usa
el andlogo de la galactosa, Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Esta molécula
es estable ya que no es usado como recurso de carbono y solamente sirve para inducir
la expresion (91). IPTG al igual que la galactosa, se une a la proteina represora lac
inhibiendo la formacion del tetramero y en consecuencia inhibiendo la unién al operador
lac (figura 15B). De acuerdo a ello, la sintesis de la proteina recombinante es controlada
por la concentracion de IPTG y por el tiempo de incubacién post-induccion (86,91).
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Figura 15: Sistema de expresion de proteina pET. (A) La proteina recombinante es
clonada en la inserto polylinker (MCS) pero no se expresa en las células no inducidas.
(B) EI' IPTG es agregado, este se une al represor lac y abandona la unién al operador y
desde ambos promotores permitiendo la expresién de la ARN polimerasa T7 y la

expresion de la proteina recombinante simultdneamente (86).
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Para optimizar la deteccion y purificacion de la proteina recombinante, a la secuencia
clonada se le adiciona en el extremo 5™ 0 3" una secuencia que codifica polipéptidos de
fusion (tag). Los tags comunmente usados son glutation S transferasa (GST) y poli-
histidina (6xHis); estos peptidos de fusion permiten obtener la proteina recombinante
con alta pureza ya que se pueden unir y disociar con facilidad de sus ligandos
inmovilizados en una matriz en fase estacionaria (matriz de glutatién y particulas de
Niquel, respectivamente). Finalmente, los tags pueden detectarse usando
inmunoensayo; en caso de 6xHis tag, no es necesario removerlo de la proteina
recombinante ya que es poco inmunogénico y no altera significativamente la estructura

de la proteina porque es muy pequefio (86-92).

1.3 Purificacion de proteina recombinante

La proteina recombinante puede contar de un tag (marcaje) en los extremos N o C
terminal. En muchas ocasiones se usa la Poli-Histidina como tag donde el nimero de
residuos puede variar desde 4 a 10. His-tag permite la purificacion de la recombinante
mediante cromatografia de afinidad con Ni u otro metal inmovilizado en agarosa
(IMAC) (94-96).

IMAC es una técnica que inmoviliza iones metalicos de transicion en una matriz de
resina usando un agente quelante tales como acido iminodiacético o acido
nitrilotriacético (NTA). Los iones mas comunes para la purificacion de proteina con
Poli-His son Ni*2, Co*2, Cu*?y Zn*?; el primero es el mas utilizado porque tiene mayores
rendimientos de purificacion (94). La figura 16 muestra esquematicamente el ion Niquel
inmovilizado y la interaccion de la misma con el nitrogeno del anillo del residuo de
histidina de la proteina recombinante (93-96). La interaccion es favorecida a pH 8
porque el nitrégeno y el ion Ni se encuentran desprotonados (94). La presente grafica
ilustra la interaccion de la proteina marcada; entonces, si a la columna se le agrega el
lisado crudo de un cultivo de células, las probabilidades de interaccion con el ion son
mas altas en la proteina recombinante porque la unién es mas fuerte ya que tiene varios
residuos de histidinas (6x o 10x), mientras que las otras proteinas pueden ser eluidas
durante el lavado incluso aquellos que tienen residuos de histidina en su estructura (93-
96).
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Figura 16. Representacion esquematica de la inmovilizacion del ion Niquel (Ni*?) en

una matriz NTA; ademas, se representa la interaccion del ion con dos de los residuos

del Tag de Poli-Histidina (94).

Se agrega una solucién de imidazol para eluir la proteina recombinante unida a la resina

(Figura 17) (pKa 6) (94). El imidazol forma parte de la histidina y compite en la

interaccion con el Ni cargado de la matriz. La cola de poli-His de la enzima

recombinante tiene una alta afinidad por el ion Ni por lo que se requiere una alta

concentracion de imidazol para eluir la proteina inmovilizada en la columna. Si la alta

concentracion de imidazol no es suficiente para eluir la proteina, bajar el pH favorece el

proceso ya que el ion metalico puede protonarse y desestabilizar la interaccion

electrostatica con el grupo imidazol (93-96).

O
H->N
.
CH,
N/ﬁ Vs NT
L NH L NH
Imidazole Histidine

Figura 17. Representacion estructural de Imidazol y la Histidina.
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CAPITULO Il

OBJETIVO

1.1

Objetivo general

Expresar, purificar y determinar actividad enzimatica de la proteina
recombinante catepsina L5 de la Fasciola hepatica (CatL5Fh) obtenida en un
sistema de expresion procariota con el vector pET-26b(+) en las cepas BL21y
Rosetta de Escherichia coli.

Objetivos especificos

Determinar la secuencia de CatL5Fh clonado en el plasmido pET-26b(+).
Expresar la proteina recombinante CatL5Fh en E. coli BL21 con distintas
condiciones de temperatura y concentracion de inductor.

Purificar la proteina recombinante CatL5Fh de E. coli mediante la utilizacion de
distintos métodos que favorecen el plegamiento de la enzima.

Analizar la actividad enzimatica de la proteina recombinante CatL5Fh y

compararla con la nativa.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1.1 Clonamiento de la secuencia CatL5Fh hacia el vector pET-26b(+) vy
transformacion del plasmido a E. coli BL21.

Es importante mencionar que en la Unidad de Biotecnologia Molecular (UBM), previo
a este trabajo, se realiz6 el clonamiento del inserto rCatl5Fh (981 bp) hacia el vector
pET-26b(+) (figura 18); a la vez, también se transformo el vector en E. coli BL21.
Brevemente, la preparacion de BL21 quimio-competente fue iniciado por inoculacién
de una colonia de las células en medio SOB (super optimal broth). El cultivo fue
incubado toda la noche a 37 °C a 250 rpm. Cumplido el tiempo, 1 mL fue inoculado en
un matraz con 100 mL de medio SOB fresco y fue incubado bajo las mismas condiciones
de cultivo hasta obtener un ODeoo de 0.6. Luego, el matraz fue incubado en hielo por 10
minutos y las células fueron alicuotados en tubos 50 mL frio para centrifugar a 2500 x
g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el pellet se resuspendio en 40 mL
de Buffer de transformacién quimica bacteriana frio. La suspension fue centrifugada y
el pellet nuevamente fue resuspendido en 5 mL de Buffer de transformacién quimica
bacteriana frio e incubado por 5 min. La suspension fue mezclada suavemente con 187
puL de DMSO (dimetilsulfoxido) altamente puro e incubado por 5 min en hielo.
Finalmente, 100 pL de la suspension celular fue alicuotado en tubos estériles frios y

almacenados a -80 °C.

Para la ligacion, previamente tanto el vector como la secuencia de pro-catepsina L5 de
F. hepatica (de forma separada) fueron digeridos con 8 U de Ndel y 2 U de Xhol por 1
ha 37 °C. El plasmido doblemente digerido fue tratado con 1 U de fosfatasa alcalina por
incubacion de 1 h a 37 °C para remover grupo fosfato 5’ y minimizar autoligacion.
Finalmente, la ligacion se llevé a cabo incubando por 16 h'y 16 °C 50 ng de pET-26b(+),
50 ng de CatL5Fh y 2000 U de ligasa T4. La figura 18 ilustra la ligacion

correspondiente.

Finalmente, se realizd la transformacién de BL21. En primer lugar, la cepa fue

descongelado lentamente en hielo por 10 min. La suspension celular fue mezclada
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suavemente por agitacion y se agregd 4 pL de ligacion. La mezcla se colocé en hielo
por 30 min. Luego, las células fueron sometidos a choque térmico por 30 segundos a 42
°C e inmediatamente colocadas en hielo por 2 min. Posteriormente, se agregd 250 pL
de medio SOB y se incub6 a 37 °C por 1h a 220 rpm. Las células fueron plagueadas en
agar LB con Kanamicina (LB/Kan) e incubadas a 37 °C por toda la noche. Al siguiente
dia, una colonia de células fue inoculada en medio LB/Kan e incubadas a 37 °C por toda
la noche a 250 rpm. EIl inéculo luego fue alicuotado y criopreservado a -80 °C con
glicerol al 15%.

T7 terminator 6xHis

pET-26b(+) - CatL5Fh
6170 bp

Figura 18: pET-26b(+) con inserto CatL5Fh. 6.1 Kpb, Kan®. Xhol y Ndel fueron

usados para la clonacion.

1.2 Purificacidn del plasmido pET-26b(+) con CatL5Fh y corroboracion de la
integridad de la secuencia.

Inicialmente, las clonas transformadas fueron plaqueadas por agotamiento en placas
LB/Kan (30 pg/mL) e incubadas toda la noche a 37 °C. Cumplido el tiempo, se realizd

el pre-indculo de una colonia en 10 mL de medio LB/Kan (30 pug/mL) incubando toda
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la noche a 37°C y a 250 rpm. Luego, se purificd el plasmido utilizando el kit de DNA
Wisard Plus SV Minipreps. Brevemente, se centrifugé el cultivo en tubos de 1.5 mL por
5 minutos a 13000 rpm y se descarto el sobrenadante. Se re-suspendio el pellet con 250
uL de buffer de re-suspension, se le afiadio 250 pL de buffer de lisis y se mezclo
mediante inversidn. Seguidamente, se agregd 10 pL de solucién de proteasa alcalina y
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Cumplido el tiempo, se pard la reaccion
agregando 350 pL de solucion de neutralizacion. Posteriormente, se centrifugd la
muestra a 13000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante fue
transferido a la columna previamente colocada en el tubo colector. Se centrifugd la
muestra por 1 minutos a 1300 rpm. El lavado se realizé dos veces utilizando 750 y 250
WL de solucion de lavado y centrifugando a 1300 rpm por 1 minuto. Finalmente, se
realizé la elucion del plasmido con 100 pL de agua de PCR y mediante centrifugacion
a 1300 rpm por 3 minutos. Se cuantificé el ADN extraido por Nanodrop.

Una vez purificada el plasmido, con la colaboracion de la empresa MACROGEN se
secuencio el inserto utilizando los primers Forward (5-
CGGTCCCATATGTCAAATGACGATTTGTG-3) y Reverse (5°-
CGTTCTCGAGCGGAAATTGTGCCACCATC-3"). Se corrigio la integridad de la
secuencia comparando el producto Forward y Reverse usando el programa DNA baser
assembler; luego, se realizd la traduccion de las secuencias nucleotidicas usando
ExXPASYy translate tool con diferentes Open Reading Frame. Finalmente, se alineo las
secuencias de aminoacidos del wild type (GenBank AF271385) con la recombinante
utilizando el programa ClustalW-Tools > Pairwise Sequence Alignment (alineamiento
multiple) y Protein BLAST.

111.3 Expresion de la proteina recombinante catepsina L5 (rCatL5Fh).

Para la expresion de la proteina recombinante, inicialmente la cepa BL21 recombinante
fue de-crio preservada mediante sembrio en placas LB/Kan (30 pg/mL) con incubacion
a 37 °C toda la noche. Luego, una colonia fue cultivada en 3 mL de LB/Kan y se incub6
16 horas a 37 °C con agitacion constante de 250 rpm. Cumplido el tiempo, del pre-
indculo se extrajo 200 pL y se sembr6 en 100 mL de medio LB/Kan con incubacion a
37 °C, 250 rpm hasta obtener un ODsoonm entre 0,4 - 0,6 para la induccion

correspondiente con IPTG.
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I11.3.1Induccion

La expresion de la proteina recombinante fue inducida a diferentes concentraciones de
IPTG (0.1, 0.25 y 1 mM) y a distintas temperaturas (30 y 37 °C), con el objetivo de
determinar la condicion que forme cuerpos de inclusién en menor proporcion. Las
inducciones se incubaron a distintos tiempos (2, 4, 6, 8 y 16 horas) con agitacion
constante de 250 rpm. Cumplido cada tiempo de induccién, se cosecharon las células de
E. coli mediante centrifugacion a 13000 rpm por 3 minutos. Se conservaron las muestras

a -20 °C hasta la lisis celular.

I11.4 Lisis

Las células cosechadas fueron re-suspendidas en Buffer de lisis (50mM NaH2POs y
5mM de Tris-HCI pH=8.0); con posterior adicion de lisozima (1mg/mL) e incubacion
de 1 hora en frio. Cumplido el tiempo, las células fueron colocadas a -20°C para

garantizar la lisis.

Para romper las células, las muestras fueron sonicadas tres veces con 30 pulsos de un
segundo cada uno (un pulso de un segundo y un segundo de descanso) con un minuto
de descanso para cada 30 pulsos, hasta que la muestra se torne fluida y clara. Finalmente,
se centrifugd el sonicado a 13000 rpm por 30 min a 4 °C y se guardd tanto el pellet como

el sobrenadante a -20 °C. Se analizo la expresion mediante SDS-PAGE al 12%.

1.5 Purificacion de rCatL5Fh

I11.5.1 Purificacidn a condiciones desnaturalizantes (pellet sonicado).

El pellet del sonicado inicialmente fue re-suspendido en Buffer B (100mM NaH2PO4,
10 mM de Tris-HCIl y 8 M de Urea, pH=8.0) (extracto A). La purificacion de la proteina
recombinante fue realizada por cromatografia de afinidad utilizando matriz de niquel la
cual presenta afinidad por la histidina. Para ello, 2.0 mL de matrix +Ni-NTA (al 50%)
fue equilibrada dos veces con 2 volumenes de Buffer B. Luego, la matriz fue mezclada
con 4 mL del extracto A e incubada a 4°C por 16 horas en agitacion constante. Cumplido
el tiempo, se cargo la muestra en una columna cromatografica y lavada con Buffer C
(100mM NaH2PO4, 10 mM de Tris-HCl y 8 M de Urea, pH=6.3), Buffer D (100mM
NaH2PO4, 10 mM de Tris-HCl y 8 M de Urea, pH=5.9) y Buffer E (100mM NaH2POa,
10 mM de Tris-HCI y 8 M de Urea, pH=4.5); en todos los lavados se colectaron
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fracciones de 1 mL para su analisis de SDS-PAGE. Por Gltimo, para disociar la proteina
recombinante de la matriz, se agregd Buffer E + imidazol a una concentracion final de
200 mM. Se colectd las elusiones en fracciones de 1 mL y se mantuvo en hielo. La
purificacion fue analizada mediante SDS-PAGE al 12%. Finalmente, se hizo un pool de
todas las fracciones con la proteina purificada y se realizd el re-plegamiento de la
proteina mediante dialisis en dilucion gradual de urea (6 a 1 M) en 20 mM de Tris-HCI
y 5 mM de buffer EDTA pH 8. Para finalizar el re plegamiento, la urea fue eliminada
mediante dialisis usando PBS pH 7.4.

111.5.2 Purificacion sin agentes caotrdpicos (sobrenadante sonicado).

Inicialmente se preparé la matriz niquel (ProBond) pipeteando 2 mL de resina hacia una
columna de purificacion; luego se permitio que la resina asiente completamente por
gravedad mediante incubacion por 10 minutos. Se aspiré el sobrenadante y se agrego 6
mL de agua esteril, se mezcld por inversion y se permitio que la resina asiente por
gravedad mediante incubacion de 10 minutos. Se quit6 el sobrenadante y se adicion 6
mL de Buffer de union (50 mM NaH2POg4, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 8); se re-
suspendid la resina suavemente por inversion y se permitio que la resine asiente por
incubacion de 10 min. Se elimind el sobrenadante y se repiti0 una vez mas el

procedimiento con Buffer de unidn.

De forma seguida, se agregé 8 mL de sobrenadante sonicado a la columna de niquel
preparado y se permitio la interaccion de la muestra con la matriz incubando en agitacion
constante por 1 hora. Cumplido el tiempo, se permitio asentar a la resina por gravedad
y cuidadosamente se aspir6 el sobrenadante. Luego, la columna fue lavada 5 veces con
8 mL de Buffer de lavado (50 mM NaH:POs, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, pH 8).
Terminado este proceso, se colocé la columna verticalmente y se eluyd la proteina con
12 mL de Buffer de elusion (50 mM NaH2POs, 0.5 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 8).
Finalmente, se colecto las fracciones de elusiones (1 mL aproximadamente) para el
analisis de purificacién mediante SDS-PAGE al 12%.
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111.5.3 Purificacion a condiciones hibridas

Para este sistema de purificacién, se realizd la lisis celular a condiciones
desnaturalizantes con buffer conteniendo guanidina pH 7.8, en incubacion de 10
minutos a temperatura ambiente. Para asegurar la lisis, se realizd la sonicacién en hielo
con tres pulsos de 5 segundos a alta intensidad. Finalmente, las células se centrifugaron
a 3000 x g por 15 minutos y se paso a purificar la recombinante a partir del sobrenadante.

En primer lugar, se prepar6 la columna cargando 2 mL de resina hacia la columna de
purificacion. Se permitié que la resine asiente por gravedad durante 10 minutos. Se
aspird el sobrenadante y se agregé 6 mL de agua destilada y se mezclé la resina por
inversion; luego, se permitid que la resine asiente para seguidamente aspirar el
sobrenadante. Se equilibro la resina con 6 mL de Buffer de union desnaturalizante (20
mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 8 M urea pH 7.8) y se mezcl6 por inversidn; posteriormente

se aspir0 el sobrenadante y se repitio una vez mas el proceso.

Una vez preparado la resina, la purificacion se inicié agregando 8 mL del lisado celular
a la columna. Se permitié la union de la muestra y la matriz de niquel a temperatura
ambiente por 30 minutos y agitacion constante. Cumplido el tiempo, se permitio que la
resina asiente por gravedad y luego el sobrenadante fue aspirado. Posteriormente, se
lavé la columna con 4 mL de Buffer de union desnaturalizante (20 mM NaH2POs, 0.5
M NaCl, 8 M urea, pH 7.8) con incubacion de 2 minutos. Se aspird el sobrenadante y se
repitio el proceso. Lavada la columna, se dejo que la resina asiente para aspirar el
sobrenadante y luego agregar 8 mL de buffer de lavado nativo (50 mM NaH2POs, 0.5
M NaCl, 20 mM imidazol, pH 8); se mezcl6 por inversion y la resina fue permitida que
asiente para eliminar el sobrenadante. Posteriormente se coloco la columna de forma
vertical y se agregd 12 mL de buffer de elucion nativo (50 mM NaH2PQO4, 0.5 M NacCl,
250 mM imidazol, pH 8); se colecto fracciones de 1 mL para analizar la purificacion
mediante SDS-PAGE al 12 %.
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111.5.4 Purificacion y re-ensamblaje de rCatL5Fh mediante cromatografia de
filtracion utilizando gel de Sephadex G-25.

Se agreg6 3 mL de rCatL5Fh purificada a condiciones desnaturalizantes a una columna
con 8.3 mL de sephadex G-25 pre equilibrado con Buffer de re-ensamblaje (5 mM
CaCly, 0.02% SDS, 100 mM Tris HCI, pH 8). En este tipo de purificacion, se elimina
la urea y se permite el re-ensamblaje de la enzima a su conformacién nativa de acuerdo

a los componentes del Buffer. Analizar mediante SDS-PAGE al 12% la purificacion.

I11.6 Cuantificacion
La cuantificacién de la proteina fue realizada mediante el método de Bradford. Se
emplearon 7 estandares de BSA, un blanco y las muestras. Se preparé inicialmente los

estandares segun la tabla 2.

El reactivo de Bradford (Biorad ®) fue diluido 1/4 con agua Milli Q. Luego, se mezclo
tanto los estandares como las muestras problemas con el reactivo segun la tabla 3. Se
realizé la mezcla en microplacas de ELISA, y se generd la ecuacion lineal en base a la
relacion concentracion de proteina y absorbancia. Finalmente, se determind la

concentracion de las muestras a partir de la absorbancia y utilizando la ecuacion lineal.

Tabla 2. Preparacion de concentraciones finales del estandar BSA.

Tubo Volumen de Fuente de Volumen diluyente | Concentracion final
estandar (uL) estandar (L) de proteina (ug/mL)

1 20 stock 2 mg/mL 0 2000

2 30 stock 2 mg/mL 10 1500

3 20 stock 2 mg/mL 20 1000

4 20 tubo 2 20 750

5 20 tubo 3 20 500

6 20 tubo 4 20 250

7 20 tubo 5 20 125
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Tabla 3: Resumen de la mezcla 1X Dye Reagent con el estandar y muestra.

Volumen Volumen de 1X Volumen total de
Dye Reagent reaccion
Estandar del tubo 1 al 7 3uL 147 uL 150 uL
Muestra 3uL 147 uL 150 uL

I11.7 Andlisis de SDS-PAGE
La calidad de pureza de la proteina recombinante catepsina L5 fue analizada mediante

SDS-PAGE al 12% a condiciones desnaturalizantes.

111.8 Activacion de la proteina recombinante Catepsina L5

5 pg del zimogeno rCatL5Fh fue activado utilizando el buffer conteniendo 50 mM de
EDTA, 100 mM de DTT, Buffer citrato 0.1 M a pH 5.5, para un volumen final de 50
pL. También se probo la activacion con 2 ug de CatL5Fh nativa y se analizé el proceso
mediante SDS-PAGE al 15%.

111.9 Anadlisis y comparacion de actividad enzimatica de la proteina recombinante

catepsina L5 con la nativa.
Se determino la actividad enzimatica de la rCatL5Fh a pH 5.5 con azocoll como sustrato.

En un tubo eppendorf de 1.5 mL se pesé 5 mg de azocoll. Luego se agreg6 700 uL de
Buffer citrato 0.2 M pH 5.5. Posteriormente, se agregd 50 uL de DTT 100 mM y
finalmente se adicion6 50 uL de la muestra pre activada. Se mezclo suavemente y el
tubo fue incubado 37 °C por 16 horas hasta la liberacion de un color rojizo. Cumplido
el tiempo, se centrifugdé a 14000 rpm por 3 minutos (o 6500 rpm por 5 minutos) y se

extrajo el sobrenadante para la medicion de la absorbancia a 520 nm.
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111.10 Modelamiento estructural de rCatL5Fh.

Se determiné la estructura tridimensional de rCatL5Fh mediante modelamiento por
homologia. Para ello se utiliz6 el servidor online SWISS MODEL vy se tuvo como
estructura molde a la proteina cristalizada catepsina L1 de F. hepatica (206X). La
resolucion estructural de esta proteina es de 1.4 A y el porcentaje de identidad con
rCatL5Fh es de 92.48%; por ende, se consideran homdlogas y la estructura predicha
estaria bien resuelta. Para tener la estructura 6ptima, se realiz6 la minimizacion de
energia usando el programa VMD (Visual Molecular Dynamics). Dicho programa
trabaja en conjunto con MAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) en la cual usa como
campos de fuerza el compartible a CHARM++; ademas, presenta un modelo de agua
tipo TIP4. La minimizacion de energia fue realizada calculando el centro de masa de
rCatL5Fh, teniendo las fuerzas ionicas de NaCl 0.154 M, a temperatura de 37°C y por

500 nanosegundos.

La estructura de rCatL5Fh con la minima energia potencial fue visualizada con el
programa VMD y ademas fue alineada con la estructura construida a partir de la
secuencia reportada por los australianos. El alineamiento estructural se realizé en VMD
y dicho proceso fue conllevado referenciando el carbono alfa como punto de
comparacion. VMD usa el programa STAMP (Structural alignment of multiple proteins)
para el alineamiento estructural. Finalmente, usando el panel de visualizacién de VMD,
se muestran las estructuras alineadas. Si en caso existiera una variacion en los
aminodacidos entre ambas secuencias, se selecciona el residuo especifico y se visualiza

el efecto sobre la estructura segun la posicion en el espacio tridimensional.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

En primer lugar, la secuencia de nuclettidos de la proteina Catepsina L5 de la F.
hepatica fue clonada en el vector de expresién pET-26b(+) (Figura 18); y transformado
en E. coli BL21. Para continuar con la expresion de la proteina clonada, se analiz6 la
secuencia del inserto; para ello, se purificé el plasmido y a partir de esta, se secuencio
el inserto en la empresa MACROGEN. La concentracion de plasmido purificada de las
colonias 1y 2 fue de 112.9 y 139.7 ng/uL, respectivamente. La secuencia de nucleétido
del inserto fue traducida con diferentes Open Reading Frame y se aline6 los residuos de
la recombinante con la secuencia correspondiente en el GenBank (AF271385). El
andlisis de alineamiento mediante Protein BLAST mostrd un porcentaje de identidad de
95.5% y una cobertura de 99%, lo que indica posibles mutaciones. El alineamiento de
las secuencias con ClustalW mostré6 14 mutaciones en las secuencias respecto a
AF271385, los residuos que variaron y sus posiciones fueron las siguientes: R4K, Q43E,
R79Q, Q123K, K199N, V212L, Q217R y otras 7 mutaciones ubicadas en la region del
pro-dominio (Figura 19).

Debido a que el alineamiento de secuencias muestra que las mutaciones ocurridas no
presentan efecto significativo sobre la estructura de la proteina, se continud con la
expresion de la recombinante mediante la induccidn con distintas concentraciones de
IPTG (0.1, 0.25 y 1 mM) y a distintas temperaturas (30 y 37 °C). Previo a la expresion,
el cultivo de E. coli fue monitoreado a 600 nm para determinar la curva de crecimiento
en las distintas temperaturas indicadas y a la vez especificar el tiempo de induccién
durante la fase exponencial; siendo como referencia que el OD para la induccion es
alrededor de 0.4-0.6. En la figura 20 se observa que entre 4 a 5 horas el cultivo de E.
coli alcanza el OD indicado. Antes de la induccion, todos los cultivos fueron incubados
a 37 °C con agitacion orbital a 250 rpm; luego, post-induccién, cada uno es incubado a

la temperatura correspondiente segun la condicién de expresidn de rCatl5Fh asignada.
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rCatL5Fh.1 =  ——=-=-eeeee=-d MSNDDLWHQWKRIYNKEYNGADDQHRRNIWEKNVKHIQEHNLRHDL 46

rCatL5Fh.2 MSNDDLWHQWKRIYNKEYNGADDQHRRNIWEKNVKHIQEHNLRHDL 46
Malditof @ @~ --—————-——-—--4 MSNDDLWHQWKRIYNKEYNGADDQHRRNIWEKNVKHIQEHNLRHDL 46
AF271385.1 MRLVILTLLIVGVRASNDDLWHQWKRIYNKEYNGADDDHRRNIWEQNVKHIQEHNLRHDL 60
rCatL5Fh.1 GLVTYTLGLNQF TDOMTFEEFKAKYLTEMPRASDILSHGVPYEANKRAWPDKIDWRESGYV 106

rCatL5Fh.2 GLVTYTLGLNQF TDMTFEEFKAKYLTEMPRASDILSHGVPYEANKRAVPDKIDWRESGYV 106
Malditof GLVTYTLGLNQF TOMTFEEFKAKYLTEMPRASDILSHGVPYEANKRAVPDKIDWRESGYV 1e6
AF271385.1 GLVTYKLGLNQFTOMTFEEFKAKYLTEMPRASELLSHGIPYKANKRAVPDRIDWRESGYV 120
EEEEE KRR KE KKK TR RRER . KRR K Y XXX
1
rCatL5Fh.1 TEVKDQGGCGYCNAFSTTGAMEGQYMKNERTSISFSEQQLVDCSRDFGNYGCNGGLMENA 166
rCatL5Fh.2 TEVKDQGGCGYCNAFSTTGAMEGQYMKNERTSISFSEQQLVDCSRDFGNYGCNGELMENA 166

Malditof TEVKDQGGCGYCNAFSTTGAMEGQYMKNHRTSISFSEQQLVDCSREDFGNYGCNGGLMENA 166
AF271385.1 TEVKDQGGCGYCHAFSTTGAMEGQYMKNQRTSISFSEQQLVDCSRDFGNYGCNGGLMENA 180
AR R X R R R R R R XXX E AR R R R R R % ¥
rCatL5Fh.1 YEYLKQFGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGDEVELKNLVGAEGP! 226
rCatL5Fh.2 YEYLKQFGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGDEVELKNLVGAEGP! 226
Malditof YEYLHOFGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGDEVELKNLVGAEGP 226
AF271385.1 YEYLKRFGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGDEVELQNLVGAEGP! 240
R R R R R R R R R AR RIS . XXX
rCatL5Fh.1 VALDVESDFMMYRSGIYQSQTCSPDRLA AVGYGIQDGTDYWIVHNFWGTWWGEDGY 286
rCatL5Fh.2 VALDVESDFMMYRSGIYQSQTCSPDRL! VGYGIQDGTDYWIVHNFWGTWWGEDGY 286
Malditof VALDVESDFMMYRSGIYQSQTCSPDRLE AVGYGIQDGTDYWI[NEWG TWWGEDGY 286
AF271385.1 VALDVESDFMMYRSGI YQSQTCSPDRLNHEMUAVGYGTQDGTDYWIVKNFWGTWWGEDGY 300

EEXEFIERE TR EER TR XXX S 0 3 S K K R e o R R R R R R R O

rCatL5Fh.1 IRMVRNRGNMCGIASLASLPMVARFP 312
rCatLS5Fh.2 IRMVRNRGNMCGIASLASLPMVARFP 312
Malditof RMVRNRGNMCGIASLASLPMVARFP 312
AF271385.1 IRMVRKRGNMCGIASLASVPMVAQFP 326

EXEEXE . KEXXEXKERKEX . EXXE . X%

Figura 19. Alineamiento de secuencia de rCatL5Fh con la nativa. Recuadro rojo,
aminoacidos importantes del sitio activo; recuadro celeste, residuos importantes para el
arreglo  del sub-sitio; recuadro negro, péptidos determinados mediante
espectrofotometria de masas (MaldiTof, comunicacion personal J. Espinoza); linea
verde, primer residuo del dominio maduro y linea naranja, aminoacidos entre pre y pro

dominio. Segmente anterior al residuo 1 es el pro-dominio.

La induccion con distintas concentraciones de IPTG a 37 °C no muestra variacion en la
tasa de crecimiento, lo que indica que las distintas concentraciones del inductor no
tienen efecto sobre el crecimiento celular; sin embargo, el cultivo a 30 °C si disminuye
la tasa de crecimiento bacteriano. Por otro lado, se evidencia que la cepa de Rosetta

presenta una mayor tasa de crecimiento a 37°C.
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BL21 37C (ImM IPTG ).
A BL21372C (0,1 MM IPTG)
Rosetta 37 2C (0,1 mM IPTG)
g BL21302°C (0,1 MM IPTG)

Crecimiento celular (OD 600 nm)

“Adicién de 1PTG

5 10 15 20 25
Tiempo (Horas)

Figura 20: Curva de crecimiento de E. coli BL21 y Rosetta. Crecimiento celular a 37°C,

250 rpm hasta la adicion de IPTG. Linea roja indica el tiempo de induccion (adicion de

IPTG). Post infeccion, las cepas son incubadas a las temperaturas distintas como indica

la leyenda.

IV.1 Expresion de la proteina recombinante

La expresion de rCatL5Fh se realizé en dos temperaturas (30 °C y 37 °C), con diferentes
concentraciones de IPTG (0.1, 0.25 y 1 mM) y en distintos tiempos de incubacion pos-
induccion. En primer lugar, se analizé la expresion a 37 °C, la temperatura en la cual
BL21 presenta una tasa mas alta de crecimiento. Para ello, aproximadamente a las 4
horas y media de crecimiento (pre-induccidn) se le agregé el inductor y la expresion de
la proteina fue evaluada a distintos tiempos de incubacién (2, 4, 6, 8 y 16 horas post
infeccién) mediante SDS-PAGE al 12% tanto de la fraccion soluble como insoluble
(figura 21 y 22). La figura 21 muestra la expresion de rCatL5Fh en la parte insoluble;
esta es mostrada en las bandas que incrementan en intensidad a nivel de 37 kDa en los
distintos tiempos post induccion, ademas las bandas son mas intensas cuando las

concentraciones de IPTG son altas.
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A) 0.1 mM IPTG B) 0.25 mM IPTG
kba M 0 2 4 6 8 16 kaM 0 2 4 6 8 16

1mM IPTG
c
Voam 0 2 4 6 8 16

Figura 21. Expresion de rCatL5Fh en las muestras insolubles del cultivo a 37°C de
BL21. El carril M corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar;
los carriles 0, 2, 4, 6, 8 y 16 referencian las horas de incubacion post-induccién con
IPTG. Las muestras fueron inducidas con A) 0.1, B) 0.25y C) 1 mM de IPTG. SDS
PAGE al 12 %.

Por otro lado, la figura 22 muestra la expresion de rCatL5Fh tanto en la fraccion soluble
como insoluble del cultivo BL21 a 37 °C. En ella se muestra que no existe mucha
variacion de expresion de la recombinante entre los distintos tiempos de incubacion post
induccion, pero si se videncia que mientras mayor sea la concentracion de IPTG, mayor

es la recuperacion de la proteina en la fraccion soluble.
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A) 0.1 mM IPTG B) 0.25 mM IPTG
KDa M 0s 4s 4i 6s 6i 8s 8i 16s 16i Kba M 0s 4s 4i 6i 6s 8i 8s 16i 16s

1mMIPTG
C) M s 6 8 & t6s 6l

Figura 22: Expresion de rCatL5Fh en las muestras insolubles (i) como solubles (s) del
cultivo a 37 °C de BL21. Las muestras fueron normalizadas por absorbancia a 600 nm.
El carril M corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar; los
carriles 0, 4, 6, 8 y 16 corresponden a horas de incubacion post-induccién con IPTG.
Las muestras fueron inducidas con A) 0.1, B) 0.25y C) 1 mM de IPTG. SDS-PAGE al
12%.

Debido a que se estima que la generacion de cuerpos de inclusion inhabilita la expresion
de la recombinante correctamente plegada, se realizd la expresion de la recombinante
CatL5Fh en la cepa BL21, pero a una temperatura de induccion de 30 °C. De acuerdo a
ello, la figura 23 muestra la expresion en la fraccion insoluble, mientras que la figura 24
muestra la expresion tanto en la fraccion insoluble como soluble a distintos tiempos de

induccion y a diferentes concentraciones de IPTG.
En esta seccidn, se parte de la hipdtesis que a menor concentracién de IPTG y a menor

temperatura de induccion, se produzca una mayor concentracion de la proteina

recombinante correctamente plegada en la fraccion soluble.
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A) 0.1 mM IPTG B) 0.25 mM IPTG
koa M 0 2 4 6 8 16 oa M o 2 4 6 g 16

C) 1 mM IPTG
KDa M 0 2 4 6 8 16

Figura 23. Expresion de rCatL5Fh en las muestras insolubles del cultivo a 30 °C de
BL21. Las muestras fueron normalizadas por absorbancia a 600 nm. El carril M
corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar; los carriles 0, 2, 4,
6, 8 y 16 corresponden a horas de incubacién post-induccién con IPTG. Las muestras
fueron inducidas con A) 0.1, B) 0.25y C) 1 mM de IPTG. SDS-PAGE al 12%

No se observo una diferencia significativa en la expresion de la rCatL5Fh inducida a
distintas concentraciones de IPTG y a distintos tiempos de induccién a 30 °C (figura
23). Por ello, se evaluo la expresion de la recombinante en la fraccion soluble solo de la
induccion a 0.1 mM de IPTG (figura 24) donde se estimaba mayor proporcién de
expresion. Los resultados indican una buena expresion en la fraccién soluble entre las 6

y 8 horas de incubacién post-induccion.
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0.1 mMIPTG
Kba M 0s 4i 4s  6i 6s 8i 8s 16i 16i

Figura 24. Expresion de rCatL5Fh en las muestras insolubles (i) como solubles (s) del
cultivo a 30 °C de BL21. Las muestras fueron normalizadas por absorbancia a 600 nm.
El carril M corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar; los
carriles 0, 4, 6, 8 y 16 corresponden a horas de incubacion post-induccion con IPTG a
0.1 mM. SDS-PAGE al 12%.

La expresion de rCatL5Fh fue evaluada usando la cepa Rosetta de E. coli que puede
simular algunas modificaciones post traduccionales simples que posiblemente ocurren
en la proteina nativa. De acuerdo a ello, la figura 25 muestra la buena expresion de la

recombinante en las distintas horas de incubacién post induccion a 37 °C.

0.25 mM IPTG
kpa M 0 2 4 6 8 16

Figura 25. Expresion de rCatL5Fh en las muestras insolubles del cultivo a 37°C en
Rosetta. Las muestras fueron normalizadas por absorbancia a 600 nm. El carril M
corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar; los carriles 0, 2, 4,
6, 8 y 16 corresponden a horas de incubacién post-induccion con IPTG a 0.25 mM.
SDS-PAGE al 12%.
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Finalmente, para determinar si la proteina recombinante se encuentra en las fraccion
soluble e insoluble, se realiz6 Western Blot utilizando anti penta-His para identificar la
rCatL5Fh. La figura 26 muestra que la poteina recombinante se encuentran tanto en la
fraccion soluble como insoluble y a distintas concentraciones de IPTG como a distintas
temperaturas de induccién (30 y 37 °C). Este ultimo resultado evidencia la expresion de
la rCatL5Fh a las distintas condiciones de induccion.

A 2
) Sin IPTG 37°C 30°C B) 30°C 37°C 30°C
30°C 37°C 30°C a7°C oO1tmM 1TmM O01mM 1mM Sin IPTG 01mM  1mM
M OH 8H 8H 8H 8H 8H M OH 8H 8H 8H

Figura 26. Analisis de la expresién de rCatL5Fh mediante Western Blot utilizando anti
penta His para marcaje de la recombinante. El carril M corresponde al marcador
Precision plus protein Dual Color estandar; los carriles OH y 8H correspondena Oy 8

horas de incubacién post-induccion evaluados en la fraccién A) insoluble y B) soluble.

IV.2 Purificacion de rCatL5Fh

La purificacion de la recombinante se realizo en distintos métodos, esto debido a obtener
la proteina de forma activa. A partir de ello, en primer lugar, se purificéd rCatL5Fh a
condiciones desnaturalizantes a partir de la fraccion insoluble (pellet) (figura 27); la
purificacion en este caso se realiz a partir de la muestra incubada a 16 horas post-
inducciona37°Cyal mM de IPTG. La figura 27 muestra la purificacion de la proteina
recombinante, las fracciones de los cuatro ultimos carriles fueron colectadas en un solo
pool para seguir con el proceso de re-plegamiento de la proteina siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.
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Figura 27. rCatL5Fh purificada a condicion desnaturalizante de cultivo BL21 inducida
por 16 horas a 37 °C con 1 mM de IPTG. Carril M corresponde al marcador Precision
plus protein Dual Color estandar; carril A, B 'y C representan las fracciones de lavado
de columna; carril 1, 2, 3 'y 4 corresponden a la proteina purificada una vez agregada el
buffer de elucién. SDS-PAGE al 12 %.

En segundo lugar, se purifico rCatL5Fh a condiciones nativas a partir de la fraccion
soluble de la muestra inducida con IPTG 1y 0.1 mM a 37 y 30 °C, respectivamente. Se
realiz6 dicha purificacion ya que se conjetura que la proteina correctamente plegada se
encuentra en la fraccién soluble por la menor temperatura de induccién y menor
concentracion de IPTG, se tiene méas concentracion de la recombinante en la fraccion
soluble. La figura 28 muestra la purificacion de la rCatL5Fh a partir de la fraccién
soluble tanto de la induccién a 30 como a 37 °C. En tercer lugar, la recombinante fue
purificada a condiciones hibridas a partir de la fraccion insoluble de la induccion a 37
°C con 0.25 mM de IPTG y a 8 horas de incubacién. La purificacion a estas condiciones
involucra la utilizacion de buffer denaturalizante y posteriormente buffer nativo
(descrito en la seccion de métodos) con el objetivo de favorecer el plegamiento de la

proteina durante la purificacion (Figura 29).
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A) 1mMIPTG B) 0.1 mMIPTG
KDa M 8H 1 2 3 4 KDa M E

250
150

100
7%

50

37

25

Figura 28. Purificacion de rCatL5Fh de cultivo BL21 inducidaa 1y 0.1 mM de IPTG.
Carril M corresponde al marcador Precision plus protein Dual Color estandar; carril 8H,
expresion de la recombinante inducida a 8 horas con 1 mM de IPTG,; carril 1, lavado de
la columna de purificacidn; carril 2, 3 'y 4 corresponde a la proteina purificada; carril E,
corresponde a rCatL5Fh purificada. Las muestras fueron incubadas pos induccion a A)

37°C y B) 30 °C, respectivamente. SDS-PAGE al 10%

0.25 mM IPTG
KDa M E

250
150
100

50

37

25

20

15

Figura 29. Purificacion de rCatL5Fh a condiciones hibridas de cultivo BL21 inducida
por 8 horas a 37 °C con 0.25 mM de IPTG. Carril M corresponde al marcador Precision
plus protein Dual Color estandar; carril E la proteina purificada una vez agregada el
buffer de elucion. SDS-PAGE al 12 %.
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En cuarto lugar, la proteina recombinante fue purificada utilizando Sephadex G-25
como matriz. Para este método, se partié del supuesto que durante la purificacion con
los buffers que se utilizan, la proteina realiza el plegamiento teniendo en cuenta que
favorecer dicho proceso conllevaria a tener la enzima pura y de forma activa. En la

figura 30 muestra la proteina recombinante purificada.

0.25 MM IPTG

Figura 30. Purificacion de rCatL5Fh con Sephadex G-25 de cultivo BL21 inducida por
8 horas a 37 °C con 0.25 mM de IPTG. Carril M corresponde al marcador Precision plus
protein Dual Color estandar; carril 8, induccion de la expresion a 8 horas de incubacion
a 37 °C; carril E, proteina purificada una vez agregada el buffer de elucion. SDS.PAGE
al 12%.

Finalmente, se purificd rCatL5Fh a partir de la fraccion soluble e insoluble de la cepa
Rosetta inducida por 8 horas con 0.25 mM de IPTG y a 37 °C de incubacion. La
purificacion a partir de la fraccion insoluble se realizd a condiciones hibridas y
denaturalizantes; para este ultimo involucré el proceso de re-plegamiento de la proteina
mediante dialisis en dilucién gradual de urea (6 a 1 M) en 20 mM de Tris-HCly 5 mM
de buffer EDTA pH 8. Se finalizé el re-plegamiento eliminando la urea mediante dialisis
con PBS pH 7.4 (Figura 31 B). La purificacion a partir de la fraccién soluble fue

realizada de acuerdo a las condiciones nativas (Figura 31 A).
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Figura 31. Purificacion de rCatL5Fh a partir del cultivo de Rosetta inducida a 0.25 mM
de IPTG e incubada a 37 °C. Carril M corresponde al marcador Precision plus protein
Dual Color estandar. A) carril 8i, fraccion insoluble de la expresion inducida a 8 horas;
Carril L, fraccion de lavado durante la purificacion; carril 1, 2 y 3 presentan la proteina
purificada a condiciones nativas. B) Carril E1, proteina purificada a condiciones
desnaturalizantes; carril E2, proteina purificada a condiciones hibridas. SDS-PAGE al
10%

IV.3 Cuantificacion y actividad enzimatica de la proteina rCatL5Fh purificada.
Como se describié anteriormente, tanto la expresion como la purificacién de la
recombinante fue realizada utilizando varias condiciones con el objetivo de obtener la
enzima pura de forma activa. De acuerdo a ello, en la tabla siguiente se muestra las
actividades enzimaticas de todas las enzimas purificadas e incluso del control positivo
que corresponde a la CatL5Fh nativa aislada desde la F. hepatica. La actividad fue
evaluada con Azocoll, un sustrato general para cisteinas proteasas. De acuerdo a los
resultados (Tabla 4), no se evidencia actividad enzimatica en ninguna de las rCatL5Fhs
purificadas ya que las absorbancias a 520 son muy bajas en comparacion a los controles

positivos.

La evaluacion de actividad enzimatica corresponde también determinar si la proteina se
estd activando (corte del pro-dominio), para ello se activé rCatL5Fh en un medio
reductor con 100 mM de IPTG vy otro con el medio reductor mas la enzima nativa

activada. El resultado esperado de activacion del zimégeno involucra la presencia del
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pro-rCatL5Fh (37 kDa), rCatL5Fh (24 kDa) y el dominio pro (10 kDa
aproximadamente) en SDS-PAGE al 15%. Sin embargo, la figura 32 muestra que no
hay ningun proceso de activacion por lo que el pro dominio no se esta cortando y puede
ser la principal causa de la falta de actividad enzimatica.

KDa

75
50
37

25

20

15

Figura 32. Ensayo de activacion de rCatL5Fh purificadas a condiciones
desnaturalizantes y no desnaturalizantes. Carril M corresponde al marcador Precision
plus protein Dual Color estandar; carril C-, control negativo (sin DTT ni catepina
activada); carril 1, rCatL5Fh + DTT 100mM; carril 2, rCatL5Fh purificada a
condiciones no desnaturalizantes + DTT 100mM + CatL5Fh nativa activada y carril 3
rCatL5Fh purificada a condiciones desnaturalizantes + DTT 100mM + CatL5Fh nativa
activada. SDS-PAGE al 15%.

53



69T°0 a10] Jod /6°0
anleu eD) oAlIsod |0Ju0
TIT0 5101108 50 (8n17RU Y4G738D) OAISOd [013U0D
0 T (sooidonjoes | awepeuslqos
sajuabe Nw SZ°0
uIS) OAllEN Do L€ 211950y
0 7'e opLQIH 13]18d INW SZ°0
0 9 alueinyeusg 18118d INW SZ°0
0 10 (sooidouyoed | syuepeUslqosS
sajuabe AW T0 SeIoH 8 Qo 0€
uIS) OAlEN Jw 00T
0 90 (sooidoajoed | auepeualqos
sajuabe Nw T
UIS) OAIIEN le1d
0 € xapeydas 19118 . Do L€
oo INW S2°0
0 T¢ OpuLIgiH 13]18d INW SZ°0
0 SY alueinjeusg 13]18d NW T SeloH 91
mmm\_ MF&\_ Mm (bw) co_owmo%t:n_ uoloeayund 91dl 9p uQIoRIUBWIIRY | UQIdRIUBWIIRY o>%_w:o 1100 '3
_ow_mv_>_.ub< ojuslWIpuUay LOIAIPLOD) 9p 91uan4 | UQIJBIIUAIUOD odwsal ] eanjesadws | oURWOL eda)

‘ug1oealynd ap ojuaiwipadod A UgIoRIUSLLIA) P SBUOIJIPUOD SAIUBIBYIP U0D Y4G 118D 8p UOIDdNPOId  ejgel

54



IV.4  Alineamiento estructural entre rCatL5Fh y AF271385.1

Para determinar cual es el efecto sobre la estructura de los aminoacidos variantes que
estan alrededor del sitio de corte del pro y dominio maduro, se realizdé modelamiento
estructural de rCatL5Fh y de la secuencia reportada por Smooker et al (AF271385.1)
(49). Ademas de ello, se realizo el alineamiento estructural entre ambos y se evalud las
diferencias estructurales que podrian ser mediadas por las variaciones de aminoécidos
entre las secuencias. La figura 33 muestra el alineamiento en la cual no se observa una
diferencia clara entre ambas, por lo que a grandes rasgos los 14 aminoacidos variantes
no presentan un efecto significativo sobre la estructura. Se realiz6 también la evaluacién
de los 5 aminoacidos variantes que estan alrededor del sitio de corte del pro-dominio.
La figura 34 muestra como los grupos R de los amino&cidos distintos se ubican en el
espacio tridimensional de forma similar lo que en estructura no tendria mucho efecto.
Ademas, el hecho de estar cerca del sitio de corte, estos aminoacidos podrian no
presentar efecto negativo sobre el reconocimiento del sustrato ya que, entre ambas
secuencias, los residuos presentan propiedades fisicoquimicas muy similares.

Figura 33. Alineamiento estructural entre la proteina recombinante y nativa con vision
A) frontal y B) posterior. Dominio maduro (Verde) y pro-dominio (magenta) de
rCatL5Fh; dominio maduro (azul) y pro-dominio (amarillo) de AF271385.1 y flecha
roja, sitio de corte entre pro y dominio maduro.
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C)

D)

g

Figura 34: Aminoacidos distintos entre la recombinante y la nativa ubicados alrededor
del sitio de corte entre pre y pro-dominio (detallado en la figura 9). Dominio maduro
(Verde) y pro-dominio (magenta) de rCatL5Fh; dominio maduro (azul) y pro-dominio
(amarillo) de AF271385.1. La gréfica muestra alineamiento entre A) Acido aspartico
(magenta) y acido glutamico (amarillo); B) Isoleucina (magenta) y leucina (amarillo);
C) Valina (magenta) e isoleucina (amarillo); D) Acido glutdmico (magenta) y lisina
(amarillo); E) Lisina (verde) y arginina (azul).
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CAPITULO YV

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue producir rCatL5Fh en un sistema procariota y
caracterizar la actividad enzimatica de la proteina recombinante. Para ello, inicialmente
se clono la secuencia codificante de CatL5Fh en el vector de expresion pET26-b(+).
Este vector de expresién presenta en la region upstream del gen clonado, un promotor
T7, una secuencia de operador lac adyacente (que controla la expresion de la
recombinante por IPTG) (97), secuencia Shine-Dalgarno para favorecer la interaccion
del ARNm con la subunidad 30S del ribosoma y la secuencia que codifica para un tag
de purificacién poli-histidina (6-His) (98). Las caracteristicas de pET26-b(+) permiten
expresar la proteina recombinante a escala en forma controlada mediante el inductor
IPTG.

Debido a que la clonacion y la transformacion del plasmido fue realizado previo a este
estudio, se verifico la integridad de la secuencia para continuar con el sistema de
expresion; para ello, se aislé el plasmido recombinante desde BL21 y se secuencio el
inserto utilizando primers forward y reverse especificos para CatL5Fh. Finalmente, se
alined la secuencia primaria de aminoacidos de la recombinante con la nativa reportada
por el grupo de los australianos (AF271385.1). El alineamiento mostrd algunas
variaciones en la secuencia con respecto a la reportada, que, por un lado, pueden ser
propias de la secuencia de la cepa peruana o por algunas mutaciones ocurridas durante
la transformacion o produccion en la BL21 recombinante (Figura 19). Al realizar el
andlisis de las variaciones encontradas en el alineamiento; se plantea la primera
hipdtesis referenciando que podrian ser parte de los productos de mutacion ocurrida en
el hospedero de E. coli. Estudios anteriores reportan que la sustitucion de residuos con
aminodacidos con propiedades fisicoguimicas similares es mas probable que mutaciones
dando lugar aminoacidos muy diferentes. Esto significaria que estas sustituciones no
presentarian mayores efectos en la dinamica tanto local (movimiento de residuos de
aminodacidos) como global (movimiento de dominios) de la proteina la cual estan regidas
por las interacciones tipo puentes de hidrogeno, las fuerzas de Van der Waals e
hidrofobica entre cada atomo de cada aminoacido (102,103). De forma general, cada

residuo, segun sus caracteristicas favorece el arreglo estructural de la proteina
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independientemente gracias a la densidad electronica de sus grupos funcionales o por
las interacciones que presente frente a otros residuos (102,103). De acuerdo a lo
mencionado Yy debido a la similitud fisicoquimica de los residuos sustituidos, se espera
que las mutaciones no tengan efecto negativo en la actividad enzimatica de la proteina

CatL5Fh, en caso estas mutaciones hayan ocurrido en el hospedero recombinante.

La segunda hip6tesis planteada respecto a las variaciones encontradas rige con enfoque
a las secuencias que podrian ser propias de las cepas tanto de Australia como de Perd.
De ser diferentes estas secuencias, los aminoacidos que difieren no aportarian como
efecto negativo sobre la estructura de las proteinas, sino mas bien podrian contribuir a
una funcion especifica de cada variante la cual podria estar relacionada a un rasgo
caracteristico de cada cepa como parte de la adaptacion de la F. hepatica a los diferentes

ambientes.

Para determinar si estas variaciones pueden tener un efecto significativo sobre la
estructura o funcion de la enzima; en primer lugar se avalud la correcta posicion de los
tres aminoacidos (Cys, His y Asn) (37) importantes para la actividad catalitica de la
enzima; en segundo lugar, debido a que la enzima CatL5Fh necesita el arreglo
estructural de sus sub-sitios bien definidos para poder interaccionar de forma correcta
con sus sustratos especificos, se evalu6 también si estos aminoacidos presentan alguna
variacion con respecto a la reportada (67,68). En efecto, no se identifico ningiin cambio
en los 6 aminoacidos esenciales en las siguientes posiciones de los sub-sitios: 67, 68,
133, 156, 157 y 205 (recuadro celeste de la figura 19) ni en los tres aminoacidos del sitio
activo. Cabe recalcar que CatL5Fh es una enzima que se sintetiza in vivo como
zimogeno, lo que implica la presencia de un pro-dominio y dominio maduro; a partir de
ello, se identifico 7 variaciones en ambos dominios. El analisis de la region madura
presenta que los aminoacidos que difieren son fisicoquimicamente similares (R5K,
Q43E, R79Q, Q123K, K199N, V212L, Q217R) lo que sugiere que dichos cambios no

tendrian un efecto significativo sobre la estructura y funcion de la enzima (99-101).

Por otro lado, de los 7 aminoacidos que variaron en el pro dominio, 6 residuos tienen la
propiedad fisicoquimica similar; pero la variacion de lisina por treonina tienen

propiedades muy distintas. Debido a que la mayor parte de los aminoacidos son
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idénticos a la nativa, se espera que el pro-dominio expresado presenta la funcién
caracteristica de inhibicion sobre la actividad del dominio maduro. Finalmente, debido
a que la secuencia de la recombinante fue considerada homologa a la reportada (95.5%
de identidad y 99% de cobertura), se continué con el sistema de expresion de la

recombinante.

Ya que rCatL5Fh fue expresada a distintas concentraciones de IPTG, inicialmente se
evalud la citotoxicidad de IPTG sobre el crecimiento bacteriano post-induccion. Los
resultados mostrados en la figura 20 indican que no existe variacién en la tasa de
crecimiento de E. coli post-induccion frente a las distintas concentraciones de IPTG.
Ello no concuerda con reportes que indican que IPTG presenta un efecto negativo sobre
la tasa de crecimiento bacteriano, haciendo referencia que la molécula causa un efecto
toxico y/o impone una carga metabdlica a la célula debido a la expresion del gen
recombinante o toxicidad proteica (104). De la misma forma se evalu6 la tasa de
crecimiento a las temperaturas de 30 y 37°C incubadas luego de la induccidn; en la
figura 20 se evidencia que existe una mayor tasa de crecimiento a 37°C, esto debido a
que es la temperatura 6ptima de crecimiento de E. coli. Sin embargo, a 30°C la bacteria
presenta menor tasa debido a que las velocidades de los procesos metabdlicos
disminuyen y la bacteria sufre un proceso de adaptacion lo cual indirectamente implica

la disminucidn en expresion de la proteina recombinante (105).

En el presente estudio, se evalud la expresion de rCatL5Fh con distintas concentraciones
de IPTG y a distintas temperaturas y tiempos de fermentacion. Considerando que la
expresion de la proteina recombinante en forma activa y soluble se obtendria a menor
concentracion de IPTG y a menor temperatura de fermentacion (30°C); y teniendo en
cuenta que condiciones contrarias (37°C de fermentacion) puede conllevar al sistema
generar niveles altos de expresion de la recombinante la cual pueden ser tdxicos para la
bacteria y generar cuerpos de inclusion (agregacion de proteinas mal plegadas) como
parte de su sistema de defensa del propio hospedero (106,107). Esta ultima es una
desventaja para la produccion de la recombinante en su forma activa como es el caso de
rCatL5Fh.
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Se encontrd una mayor expresion de la proteina recombinante rCatL5Fh de 37 kDa a
mayor concentracion de IPTG y a 37°C de fermentacién (Figura 21); ademas, se observa
un incremento en la expresién de la proteina recombinante cuando el tiempo de
incubacion post-induccién es mayor, teniendo en cuenta que a las 8 horas ya se tiene
una buena expresién. Por otro lado, se pudo expresar la recombinante en la fraccion
soluble (figura 22) donde se evidencia que, a mayor concentracion de inductor, mayor
fue la sintesis en dicha fraccion. De la misma forma se realizé la expresion a 30°C, en
el cual se pudo expresar la recombinante tanto en la fraccion insoluble (figura 23) como
soluble (figura 24); para este Gltimo, se espera que la concentracién proteica en la
fraccion soluble sea mayor. Finalmente, para confirmar la expresién de la recombinante
en ambas fracciones (soluble e insoluble), se realiz6 Western Blot con el anticuerpo
conjugado anti poli-histidina que se une a la cola de histidina de la recombinante con
alta especificidad. En efecto, la figura 26 muestra la eficaz expresion de rCatL5Fh a las
temperaturas de 30 y 37 °C, con distintas concentraciones de IPTG y a 8 horas de

incubacion post-induccion.

Se realizd la expresion de rCatL5Fh en distintas condiciones de fermentacion para
obtener la enzima en su forma activa; adicionalmente, se evaluaron cuatro métodos para
la purificacion de la recombinante. EIl primer metodo de purificacion fue a partir de la
fraccion insoluble (figura 27) de la recombinante expresada a 37 °C y 16 horas de
incubacion; la proteina purificada luego se enfrentd a un proceso de re-plegamiento
mediante dialisis y utilizando componentes que permiten realizar el intercambio del
agente caotropico (urea). Este proceso de re- plegamiento proteico fue realizado en una
cisteina proteasa expresada en E. coli, obteniendo la forma activa (108). El segundo
método de purificacion fue a partir de la fraccion soluble de la induccion a 30 y 37 °C
(figura 28). Se realizo la purificacién a partir de la fuente soluble debido a que los
estudios anteriores mencionan que la probabilidad de encontrar la proteina
recombinante en su forma correctamente plegada es muy alta en dicha fraccion (109-
111). EIl tercer método de purificacion se realiz6 a condiciones hibridas (Figura 32),
quiere decir que en el proceso de fijacion a la matriz de Niquel se utilizé Buffer con
componentes desnaturalizantes (guanidina), luego, durante la elucién se utilizd buffer
gue no tienen agentes desnaturalizantes (urea, guanidina) para favorecer el re-

plegamiento de la proteina durante la elucion. Este proceso de obtencion de la enzima
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en su forma correctamente plegada fue descrito por la empresa NOVEX en su sistema
de Probond Purifications System como una variante de la metodologia de purificacion.

El cuarto método de purificacion de rCatL5Fh fue a partir de la fraccion insoluble
utilizando Sephadex G-25 como matriz (Figura 30) (112) que permite remover la urea

y favorecer el re-plegamiento de la proteina recombinante durante la elucion.

Se obtuvo diferentes cantidades de la proteina recombinante empleando distintos
métodos de purificacion; siendo la purificacion en condiciones desnaturalizantes la que
permitié recuperar la mayor cantidad de rCatL5Fh. Los distintos métodos empleados
tuvieron como objetivo evaluar las condiciones para producir la proteina rCatL5Fh en
forma activa; sin embargo, no se observé actividad enzimatica con azocoll en las

proteinas purificadas.

Por otro lado, rCatL5Fh también fue expresado en la cepa Rosseta de E. coli. que puede
realizar simples modificaciones como son las O-glicosilaciones; las cuales pueden ser
suficientes para que rCatL5Fh presente actividad. La expresion y purificacion fue
exitosa tanto de la fraccion soluble como insoluble; sin embargo, no se observo actividad
enzimatica con Azocoll. Dicho resultado sugiere que las modificaciones realizadas para
CatL5Fh nativa son complejas donde involucra la intervencion de reticulo

endoplasmatico y aparato de Golgi.

La ausencia de actividad enzimatica podria deberse a distintos factores que involucran
la secuencia, sistema de activacion o modificaciones post-traduccionales. Las catepsinas
en general necesitan realizar el corte de su pro-dominio para que puedan presentar
actividad; ademas, se tiene en cuenta que la activacién (que involucra desestabilizar la
interaccion entre el pro-dominio y el dominio maduro) se realiza disminuyendo el pH
(&cido), utilizando agentes reductores o incluyendo en la reaccion catepsinas activadas
de la misma familia. Para evaluar la activacion de rCatL5Fh se realizo tres condiciones:
el control, que corresponde a la recombinante sin agente reductor ni catepsina nativa
activada; ensayo 1, rCatL5Fh + DTT y ensayo 2, rCatL5Fh + CatL5Fh nativa activada
+ DTT. El resultado esperado del presente ensayo es visualizar dos o tres bandas en
SDS-PAGE al 15% que corresponden al pro-rCatL5Fh (37 Kda), rCatL5Fh madura (24
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KDa) y el dominio pro (alrededor de 10 KDa). La figura 32 muestra que no ocurrio
activacion por lo que se plantea dos aproximaciones: la activacion de la recombinante
no ocurrid debido a que los amino&cidos variantes que estan alrededor del sitio de corte
entre el pro y dominio maduro alteran este proceso (residuo 1 figura 19) o que requiere
de las modificaciones post-traduccionales para la activacion y presentar actividad

enzimatica.

Para responder el primer caso y determinar el efecto estructural de cada variante, se
construyd la estructura tridimensional de rCatL5Fh y de la secuencia AF271385.1
mediante modelamiento por homologia utilizando SWISS MODEL. Para determinar el
efecto de cada variante sobre la estructura, se realizé alineamiento estructural entre
rCatL5Fh y AF271385.1. En la figura 33 (anexo) se muestra la alineacion estructural; y
en la figura 34 (anexo) se muestra el alineamiento de las 5 variantes de aminoéacidos que
estan alrededor del sitio de corte entre el pro y dominio maduro (figura 19 - residuo 1).
El alineamiento estructural muestra que los aminoacidos distintos no causan una
variacion drastica sobre la estructura secundaria de la proteina, lo que conlleva a reforzar
que la no activacion no sera efecto de estas variantes sino méas bien de otra variable
como pueden ser las modificaciones pos-traduccionales. Por otro lado, al encontrar que
los aminoéacidos distintos no son criticos para la estructura, se sugiere que dichos
residuos serian parte de cada cepa tanto peruana como australiana y que estaria
relacionado a la adaptacion de cada una de ella con el tipo de ambiente en el que se
encuentran. Para corroborar la secuencia peruana, el grupo de investigacion
anteriormente realiz una espectrometria de masas (Maldi-tof) donde se determind tres
principales péptidos correspondiente a CatL5Fh (figura 19); sin embargo, estos péptidos
estan ubicados fuera de las regiones que presentan variaciones por lo que no podemos

concluir con certeza que las secuencias de la cepa peruana y australiana son distintas.
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Para tener mas claro la diferencia de secuencias entre ambas cepas se sugiere realizar
un micro-secuenciamiento. Esta Ultima consiste en aislar ARN desde la Fasciola
hepatica usando un método de isocianato/fenol/cloroformo, posteriormente separar los
fragmentos de ARN mediante electroforesis a condiciones denaturantes, y luego ligar
los fragmentos de tamafio apropiado usando adaptadores tanto del 5° como de 3. Los
adaptadores permiten en el siguiente paso generar el CADN mediante transcripcion
reversa para posteriormente realizar una PCR. Finalmente se realiza el secuenciamiento
guiado por un chip en donde se detecta los nucledtidos que van amplificando durante la
PCR (116). Lo que se espera con este tipo de secuenciamiento es corroborar con mayor
detalle la secuencia de la cepa peruana y comprobar que los aminoécidos distintos son
propios de las variantes y por ende los aminoécidos alrededor de la secuencia pro y

dominio maduro no tendrian efecto negativo sobre la activacion de la enzima.

Finalmente, los analisis realizados en el presente estudio, sugiere que rCatL5Fh requiere
de la expresion en un sistema eucariota para simular las modificaciones post-
traduccionales probables la cual permitan obtener la enzima con una buena estabilidad
y que sea funcionalmente activa (113-115). Esta cisteina proteinasa requiere de la
formacién de enlaces di-sulfuros para tener un correcto plegamiento (91). Se realizo
varios métodos de re-plegamiento para favorecer este proceso, pero no se pudo obtener
la enzima de forma activa. De acuerdo a ello, se recomienda expresar esta enzima en un
sistema de expresion eucariota justamente para simular las modificaciones post-
traduccionales que ocurre en la sintesis y secrecion de CatL5Fh en el parasito. Es
probable que expresar en un sistema eucariota nos permita obtener la enzima de forma
activa ya que algunos grupos de investigadores lo realizaron (16) y ademas porque la
caracterizacién de la secuencia del pro-dominio hace referencia que el péptido
sintetizado es conllevado por el camino de secrecion como es reticulo endoplasmatido
y aparato de golgi donde se producen las modificaciones pos traduccionales especiales

para proteinas secretadas.

Sin embargo, si en posteriores trabajos se pretende seguir con la expresion en sistemas
procariotas, es necesario evaluar la actividad enzimatica de CatL5Fh nativa después de
haber pasado por todos los sistemas de purificacion empleadas en la purificacion de la

recombinante. Si en caso se logra actividad, se corrobora que los buffers o los sistemas
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de purificacién permite recuperar la proteina en su forma estructuralmente activa y de
tal forma corrobora que la no actividad de la recombinante seria parte de las
modificaciones pos-traduccionales. En caso no existiera actividad de la nativa, se podria
modificar los buffers con el objetivo de recuperar la estructura conformacional activa
de la nativa y a la vez de la recombinante. El trabajo para este ultimo seria arriesgado
ya que los buffers usados en los sistemas de purificacién no presentan ninguna

propiedad de interrumpir con la estructura de la proteina.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

La proteina rCatL5Fh se expresé en el sistema de expresién pET-26b(+) en las cepas
BL21 y Rosetta de E. coli obteniéndose los mas altos rendimientos de produccion con
BL21 de 4.523 mg por 100 ml de cultivo con 1 mM IPTG, 37 °C por 16 h y con Rosetta
de 5.995 mg por 100 ml con 0.25 mM IPTG, 37°C por 8 h.

rCatL5Fh no presenté actividad enzimatica evaluada con el sustrato Azocoll; por lo que
no se pudo caracterizar la actividad enzimatica sobre el sustrato ST3.

Se sugiere que el sistema de expresion bacteriano no permite obtener la cisteina proteasa
de forma activa ya que esta no presenta modificaciones pos-traduccion presentes
probablemente en CatL5Fh nativa. Por lo que se recomienda usar un sistema de

expresion eucariota para poder expresar la proteinasa funcionalmente activa.
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