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RESUMEN

El inhibidor de proteasas ShPI-1 es una proteina previamente aislada de la
anémona Stichodactyla helianthus (Premio ACC. 1995-1996. MA Chéavez y col.
Stichodactyla helianthus: Fuente de polipéptidos bioactivos) que presenta
caracteristicas excepcionales por su capacidad de inhibir proteasas de varias
clases mecanisticas. Este amplio espectro motivo el empleo del inhibidor natural
en la biotecnologia, para incrementar los rendimientos y estabilidad de proteinas
obtenidas por via recombinante y de los componentes de un juego diagndstico
neonatal de fibrosis quistica. Estas y otras aplicaciones biomédicas potenciales
determinaron como objetivos la expresion de ShPI-1 por via recombinante y la
determinacién de su estructura cristalografica, la obtencion y caracterizacion
funcional y estructural de un mutante mas especifico, con mayor actividad frente a
enzimas tipo elastasa y la determinacion de las estructuras 3D de los complejos
con tres proteasas de tipo serino. Como primera etapa se abordd la obtencion en
Pichia pastoris, purificacion y caracterizacion de una variante recombinante
(rShPI-1A) similar al inhibidor natural y un mutante en el sitio reactivo (rShPI-
1/K13L) con mayor fortaleza de inhibiciébn de elastasa de neutréfilos humanos
(ENH), diana terapéutica de enfermedades inflamatorias y respiratorias. Como
resultado, se obtuvieron dos nuevas entidades moleculares derivadas de ShPI-1,
con altos niveles de expresion y grado de pureza, lo que permitio demostrar su
aplicacién biotecnolégica sin afectar la fuente natural, asi como contar con un
mutante mas selectivo de ENH para iniciar estudios biomédicos. Como segunda
etapa, se determinaron las estructuras cristalograficas del inhibidor libre y en
complejos con dos proteasas de tipo serino. A partir de estos resultados se
informa la primera estructura cristalografica de rShPI-1 y las primeras estructuras

tridimensionales (3D) de complejos entre un dominio BPTI-Kunitz de un organismo
invertebrado y las enzimas tripsina y quimotripsina pancreéticas. El analisis de
estas estructuras demostré la conservacion en anémonas de la mayoria de las
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interacciones enzima inhibidor descritas para mamiferos y la mayor contribucién
del sitio P3 (Argll) de ShPI-1 a la fortaleza de la inhibicion y estabilidad del
complejo con tripsina, lo cual resulta novedoso en la familia de inhibidores BPTI-
Kunitz. En una tercera etapa se determind la estructura 3D del complejo entre el
mutante rShPI-1/K13L y EPP, que constituye la primera estructura 3D informada
de un complejo entre un dominio BPTI-Kunitz y una enzima tipo elastasa. El
andlisis de esta nueva estructura revelé la contribucién de la Arg** en el sitio P3 y
su posible influencia en la selectividad frente a ENH o EPP. El impacto cientifico
de estos resultados radica en que se describen caracteristicas estructurales que
contribuyen a ampliar el conocimiento de ShPI-1 y de la familia de inhibidores
BPTI-Kunitz. Este conocimiento abre el camino al disefio y desarrollo de variantes
mas especificas frente a proteasas de interés biomédico. Los resultados estan
publicados en cinco articulos cientificos, ademas de uno enviado, una tesis de
Doctorado en Ciencias Bioldgicas, una tesis de maestria y cuatro nuevas
estructuras anotadas en el banco de datos de proteinas (PDB).

Estos resultados forman parte de 13 presentaciones en 10 eventos nacionales e
internacionales, un Premio Anual de Investigacion Universidad de La Habana 2008
y un premio internacional al mejor trabajo en la escuela internacional de
cristalizacion biolégica, Granada, 2009.

COMUNICACION CORTA

Los inhibidores de proteasas (IP) son biomoléculas que participan en la regulacion
de la actividad de las enzimas proteoliticas, la proteccion de los zimégenos y los
mecanismos de defensa en diferentes organismos [1,2]. Estas funciones han
motivado su uso en la biotecnologia, la biomedicina [3,4] y en estudios de la
estructura-funcion de sus proteasas diana. La deteccion de proteasas que
constituyen dianas terapéuticas enfermedades sistémicas como las enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, inflamatorias etc, asi como la funcion de estas
enzimas en los mecanismos de invasion y replicacion de patdégenos evidencian las
potencialidades de los IP [5,6]. En muchos casos estas aplicaciones han sido
posibles, a partir del conocimiento de los mecanismos moleculares de interaccion
proteasa-inhibidor [4,7].

El inhibidor ShPI-1, aislado de la anémona S. helianthus, es una proteina de 55
aminoacidos con un 34% de identidad de secuencia con el inhibidor de tripsina de
pancreas bovino (BPTI), prototipo de la familia BPTIKunitz de inhibidores
candnicos de proteasas de tipo serino (PS). En concordancia, ShPI-1 inhibe
fuertemente tripsina (Tr), plasmina y calicreina pancreatica, lo que esta acorde con
la presencia de Lys™® en el sitio reactivo (sitio P1). También inhibe, aunque con
menor fortaleza, a la quimotripsina (QTr) y la elastasa de neutrofilos humanos
(ENH) y no inhibe a la elastasa pancreética porcina (EPP). De manera inusual en
la familia, ShPI-1 es activo frente a proteasas de tipo cisteino como la papaina, y
de tipo aspartico como la pepsina [8]. Este amplio espectro ha posibilitado su
empleo como ligando para la purificacion de proteasas [8] y como aditivo para

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 3



incrementar los rendimientos de proteinas expresadas en P. pastoris [9] y la
estabilidad del juego de reactivos “UMELISA TIR” para el diagndstico neonatal de
fibrosis quistica. También se ha demostrado su efecto en la viabilidad de
Leishmania amazonensis y Trypanosoma cruzi, agentes causales de la
leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, respectivamente [10,11]. El empleo de
ShPI-1 y el desarrollo de nuevas aplicaciones requieren la expresion de este
inhibidor por via recombinante para obtener cantidades suficientes sin afectar la
fuente natural, e imponen la necesidad de estudiar su relacion estructurafuncion.
Ademas, seria de gran utilidad la obtencién y caracterizacion de variantes mas
especificas hacia proteasas de interés biomédico, como la elastasa pancreatica
(EPP) implicada en la pancreatitis, y la elastasa de neutréfilos humanos (ENH),
involucrada en enfermedades inflamatorias y respiratorias [12,13]. Vale destacar
gue no se ha descrito la estructura 3D de complejos entre dominios BPTI-Kunitz y
este tipo de enzimas, por lo que se desconocen las interacciones que contribuyen
a su inhibicién. En este sentido, la obtencion de una variante activa frente a EPP
permitiria emplear a esta enzima como modelo en los estudios estructurales,
teniendo en cuenta el alto costo de la ENH.

En este trabajo se abordd, en una primera etapa, el clonaje y la expresion en la
levadura P. pastoris de una variante de ShPI-1 que presenta residuos adicionales
en los extremos amino y carboxilo para aumentar los niveles de expresion en esta
levadura. Esta nueva molécula, nombrada rShPI-1A, se purific6 en una Unica
etapa de cromatografia de intercambio catidnico. La pureza de la fraccion activa
se comprobé mediante RPHPLC, SDS-PAGE y espectrometria de masas, que a
su vez corroboré la identidad de la molécula. Se estimé un nivel de expresion de
1,2 g/L, que se encuentra entre los valores mas altos informados en P. pastoris.
Esta alta productividad permitié abordar su caracterizacién y profundizar en
los estudios de aplicacion biotecnoldgica, sin afectar la fuente natural (ver
resumenes del evento 3. Biotec. Hab. 2008). La caracterizacién funcional mostro
que rShPI-1A reproduce el espectro de actividad del inhibidor natural [8],
pues inhibe PS como Tr, QTr y ENH y proteasas de otras clases mecanisticas
como pepsina y papaina. Al igual que el inhibidor natural, rShPI-1A no inhibe EPP.
De acuerdo a los valores de Ki reales rShPI-12 inhibe fuertemente Tr (Ki: 2,5-10°
mol/L), QTr: (Ki: 1,48-10®° mol/L y ENH (Ki: 2,35-10°® mol/L). Es importante resaltar
que el valor de Ki frente a ENH no habia sido informado para ShPI-1. Estos
resultados estan incluidos en el articulo de Gil et al. (2011), y las tesis de maestria
de Gil (2010) y de doctorado de Garcia-Fernandez (2013).

Las mediciones de dispersion dinamica de la luz (DLS) revelaron que rShPI-1A
agrega a concentraciones en el orden mM y que el grado de agregacion varia en
dependencia del método de concentracion utilizado para abordar su cristalizacion.
Ademas, la disminucién del radio hidrodinamico (Ry) de las particulas en solucion
(7,69 nm) después de la interaccion con Tr (2,63 nm), en comparacién con la
enzima libre (2,33 nm) indicaron la formacién del complejo rShPI-1A:Tr. En su
conjunto estos resultados: i) permitieron seleccionar a la solucion liofilizada en los
experimentos posteriores vy ii) revelaron la estabilidad del complejo con Tr, dada
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por la permanencia de la sefial de DLS de la nanoparticula en solucién por mas de
15 dias en las condiciones ensayadas. Estos resultados forman parte de las
publicaciones de Garcia-Fernandez et al. (2009, 2012a y 2012b y de la tesis de
doctorado de Garcia-Fernandez (2013).

La obtencion de cristales de rShPI-1A brindd la posibilidad de determinar su
estructura cristalogréafica y comparar con la estructura en solucion descrita para el
inhibidor natural [14]. Este analisis demostro la similitud estructural entre ambas
moléculas y evidencié que la inclusion de residuos adicionales, no afecto el
plegamiento ni la integridad de los lazos de interaccion de rShPI-1A, lo que
en conjunto con la similitud funcional con el inhibidor natural, valida su
empleo en estudios posteriores. El analisis de esta nueva estructura
tridimensional (3D), revelé que los enlaces Cys®-Cys>® y Cys®®-Cys* se orientan
hacia la izquierda, a diferencia del enlace Cys*?-Cys®, orientado hacia la derecha.
Esta quiralidad de los puentes disulfuro, no descrita a partir de la estructura en
solucion de ShPI-1 natural [14], brinda una nueva evidencia de la posible
correlacion, no confirmada hasta el presente, entre ambas caracteristicas.
Asimismo, se realizd una comparacion con los dominios con estructura
cristalografica conocida que reveld que los angulos phi en las posiciones 17 y 30
de ShPI-1, descritos como inusuales [14], son independientes de la presencia de
prolina. Estos &ngulos son caracteristicos de la familia y no explican las
diferencias en la estabilidad a la temperatura entre ShPI-1 y el BPTI, como fue
sugerido previamente [14]. Estos resultados constituyen aportes teéricos al
conocimiento de los inhibidores BPTI-Kunitz, incluidos en el articulo de Garcia-
Fernandez et al. (2012a) y la tesis de doctorado de Garcia-Fernandez (2013). La
estructura 3D de rShPI-1A esta publicada en la base de datos PDB (cAdigo
30FW).

En la segunda parte del trabajo se abordé la cristalizacién de los complejos con Tr
y QTr. Para esto se establecio una estrategia previa que combina la captura
mediante cromatografia de exclusion molecular y el analisis mediante DLS y SDS-
PAGE y que constituye un procedimiento relativamente sencillo, reproducible y
eficiente. Estas caracteristicas permitieron la obtencion de cristales de los
complejos con tres PS, con el consecuente ahorro de tiempo y recursos. Dicho
procedimiento y las condiciones de cristalizacion descritas en este trabajo,
constituyen una guia préactica para futuros trabajos de cristalizacion. El
analisis estructural revelé que la interaccion de rShPI-1A con Tr y QTr sigue el
mecanismo canonico y abarca los sitios P5-P4’, con una contribucion mayoritaria
de Lys™® (sitio P1). Estas caracteristicas, similares a las informadas para dominios
BPTI-Kunitz de mamiferos, evidencian la conservacion de esta interaccion en
anémonas (Phylum Cnidaria). En comparacién con el BPTI, se detectd una
menor contribucion de los sitios P4, P2, el lado Pn’ y del lazo secundario de rShPI-
1A a la interaccion con Tr, que explica la menor fortaleza de inhibicion de rShPI-
1A. De modo contrario, hay una notable participacién del sitio P3 (Arg'') de rShPI-
1A, que penetra en el sitio S3 de la Tr y establece numerosos contactos que no
establece el residuo equivalente (Pro*®) del BPTI. A ello se suma la formacién de
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puentes de hidrégeno que en el BPTI establecen la Arg*® y que no se detectan en
la posicién equivalente (Gly*’) de rShPI-1A. Dado que dichas interacciones
contribuyen a la afinidad y la estabilidad del complejo BPTI:Tr [15], este resultado
indica que Arg'!, en conjunto con el sitio P1, estabiliza el complejo rShPI-
1A:Tr y contribuye a mantener el valor de Ki de ShPI-1 en 10°-10™ mol/L.
Este hallazgo constituye un aporte novedoso al conocimiento de la familia
BPTI-Kunitz y brinda nuevos elementos para el disefio de inhibidores mas
especificos.

La interaccién entre rShPI-1A y QTr implica el acomodo de Lys*™ (P1) a la entrada
del bolsillo S1, aunque con una contribucién menor en comparacién con Tr, que
concuerda con la menor inhibiciéon de QTr. En comparacion con el BPTI hay una
mayor contribucién de Cys'? (sitio P2) de rShPI-1A y de Arg*' (sitio P3), que
podria compensar la ausencia de otras interacciones. No obstante, la contribucion
de Arg'! (P3) a la interacciéon con QTr es menor, en comparaciéon con Tr. De
acuerdo a estos elementos, las diferencias en las interacciones de los subsitios de
rShPI-1A y BPTI en complejos con QTr, no generan grandes cambios en la
fortaleza de inhibicion de QTr, en consonancia con la similitud de los valores de Ki
de estos inhibidores.

Este conjunto de resultados forma parte del articulo de Garcia-Fernandez et al.
(2012b) y la tesis de doctorado Garcia-Fernandez (2013). Las estructuras 3D de
los complejos rShPI-1A:Tr y rShPI-1A:QTr estan publicadas en la base de datos
PDB (codigos 3M7Q y 3T62, respectivamente).

En una tercera parte del trabajo, se expreso, purificd y caracteriz6 un mutante de
ShPI-1, a partir de la inclusiébn de leucina en el sitio P1. Esta nueva molécula
(rShPI-1/K13L) mostré menor actividad frente a Tr y mayor actividad frente a QTry
ENH que el inhibidor nativo. A diferencia de este, rShPI-1/K13L inhibe fuertemente
a la EPP lo que, teniendo en cuenta el alto costo de ENH, permitid6 abordar la
cristalizacion y determinaciéon de la primera estructura 3D de un dominio BPTI-
Kunitz en complejo con una enzimatipo elastasa. El andlisis estructural revelo
caracteristicas novedosas en la familia BPTI-Kunitz y otros inhibidores
canonicos, como es la mayor contribucion de los residuos de glicina del lazo
secundario. La superposicion de esta estructura con las informadas para el elafin y
SLPI/D2, en complejos con ENH y EPP, revelé que la cadena lateral de Arg™* (sitio
P3) de rShPI-1/K13L se ubica en una region con marcadas diferencias entre
ambas enzimas, y que contribuyen a las diferencias en selectividad entre dichos
inhibidores de la familia WAP [16]. Por tanto, este trabajo brinda la primera
evidencia estructural de la posible participacion del sitio P3 en la
selectividad frente a enzimas tipo elastasa, lo que contribuird al disefio
futuro de inhibidores mas especificos a partir de un dominio BPTI-Kunitz.
Estos resultados forman parte de la tesis de doctorado Garcia-Fernandez (2013) y
fueron parcialmente publicados en Penton-Madrigal (2013). También forman parte
de un articulo enviado a J. Biol. Chem. La estructura 3D del complejo rShPI-
1/K13L:EPP esta publicada en la base de datos PDB (cédigo 3UOU).
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El aporte fundamental del trabajo propuesto es de tipo cientifico, pues se informan
por primera vez caracteristicas estructurales de ShPI-1 que amplian el
conocimiento de la familia BPTI-Kunitz y de los inhibidores aislados de
invertebrados marinos. Este estudio constituye el primer informe de mutagénesis
sitio-especifica de ShPI-1 y de cristalizacién y determinacion de las estructuras 3D
de complejos entre un dominio BPTI-Kunitz de un invertebrado marino y proteasas
tipo-tripsina, quimotripsina y elastasa. Las metodologias utilizadas constituyen
aportes practicos para futuros estudios. Ademas, la alta productividad en la
expresion de dos nuevas entidades moleculares derivadas de ShPI-1, permite
abordar sus aplicaciones.
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