
Universidad ORT Uruguay 

Facultad de Ingeniería 

 

 

 

 

 

Producción recombinante de la proteasa RgpB de 
Porphyromonas gingivalis y búsqueda de inhibidores 

 

 

 

Entregado como requisito para la obtención del título de Ingeniera en Biotecnología 

 

 

 

Nicole Gebelin – 211237 

Tutores: Martín Fló y Bruno Manta 

 

 

2025 



 2 

Declaración de Autoría 

Yo, Nicole Gebelin, declaro que el trabajo que se presenta en esa obra es de mi propia mano. 

Puedo asegurar que:  

- La obra fue producida en su totalidad mientras realizaba el Trabajo Final de Carrera 

de Ingeniería en Biotecnología;  

- Cuando he consultado el trabajo publicado por otros, lo he atribuido con claridad;  

- Cuando he citado obras de otros, he indicado las fuentes. Con excepción de estas 

citas, la obra es enteramente mía; 

- En la obra, he acusado recibo de las ayudas recibidas;  

- Cuando la obra se basa en trabajo realizado conjuntamente con otros, he explicado 

claramente qué fue contribuido por otros, y qué fue contribuido por mí; 

- Ninguna parte de este trabajo ha sido publicada previamente a su entrega, excepto 

donde se han realizado las aclaraciones correspondientes. 

 

 

 

 

 

 

  

Nicole Gebelin 

7 de marzo de 2025  



 3 

Agradecimientos 

Agradezco en primer lugar a mis tutores, Bruno Manta y Martín Fló, por todo su apoyo y 

orientación a lo largo de este trabajo. Les agradezco por siempre priorizar mi formación y 

aprendizaje, dándome independencia para llevar adelante este proyecto por mí misma, sin 

dejar de ayudarme siempre que lo necesité. Gracias por su amabilidad, confianza y paciencia.  

A Marcelo Comini, por su buena disposición en todo momento y sus aportes para explorar 

caminos alternativos, que hicieron de este trabajo más enriquecedor. Le agradezco por 

facilitar la quimioteca del Laboratorio de Biología Redox de Tripanosomátidos para la 

búsqueda de compuestos. 

A todos los integrantes del Laboratorio de Inmunovirología, especialmente a Federico 

Carrión, Natalia Olivero e Ignacio García, por involucrarse en el proyecto, brindándome su 

ayuda y orientación en la expresión en células S2. Agradezco a Mariana Salinas por su apoyo 

y compañía desde el primer día.  

A todos los integrantes del Laboratorio de Genómica Microbiana, en especial a Marisabel 

Charlo, por compartir su conocimiento y estar siempre dispuesta a responder mis dudas sobre 

P. gingivalis. Agradezco a Valeria Flórez y Belén Márquez, por ayudarme, aconsejarme y 

acompañarme en mi día a día. 

Al Institut Pasteur de Montevideo por financiar el proyecto y abrirme sus puertas para realizar 

mi Trabajo Final de Carrera en el marco de este. A sus integrantes, por su generosidad y 

amabilidad. 

A mis compañeros y amigos de la carrera, especialmente a Agus, Lea y Facu, por recorrer 

este camino conmigo, apoyarme y aconsejarme siempre. A mis amigos, por animarme y 

brindarme su amistad incondicional, estando cerca o lejos.  

A mi familia, por su cariño y contención en los momentos difíciles. Especialmente a mis 

padres, por todas las oportunidades que me han dado a lo largo de mi vida y creer en mí. 

Gracias por estar siempre a mi lado, alentándome en cada paso de este camino.  

Este trabajo no hubiera sido posible sin todos ustedes.  



 4 

Resumen 

La bacteria Porphyromonas gingivalis es uno de los patógenos claves asociados al desarrollo 

y progresión de la periodontitis, una forma avanzada de enfermedad periodontal. Se 

caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria, inmunológica y crónica, que trae como 

consecuencia la destrucción progresiva e irreversible de los tejidos de soporte dental.  

Las gingipaínas son un conjunto de proteasas de cisteína con especificidad por arginina 

(RgpA y RgpB) o lisina (Kgp), responsables de la mayor parte de la actividad proteolítica en 

la superficie extracelular de P. gingivalis. Son importantes factores de virulencia, estando 

involucradas en la degradación de proteínas y tejidos del hospedero, la adherencia y 

colonización de células epiteliales, la hemaglutinación y hemólisis de glóbulos rojos, y la 

evasión de la respuesta inmune. Recientemente se han relacionado, junto con la periodontitis, 

con otras afecciones sistémicas, como las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad de 

Alzheimer, la artritis reumatoide y los resultados adversos del embarazo. En los últimos años, 

ha habido un interés creciente por el desarrollo de inhibidores específicos de gingipaínas, 

como blancos para el tratamiento de la periodontitis y las enfermedades asociadas. 

El presente Trabajo Final de Carrera tiene como objetivo la producción recombinante de la 

proteasa de cisteína RgpB, como modelo de gingipaína, con el fin de estudiar una farmacopea 

de alta diversidad química, en busca de potenciales inhibidores. 

Se expresó el zimógeno de la RgpB de forma heteróloga en Escherichia coli, implementando 

diferentes estrategias de expresión y purificación para obtenerla de forma soluble y activa, 

con un rendimiento de 0,92 mg por litro de cultivo. Este es el primer reporte de expresión 

exitosa de una gingipaína soluble y activa en E. coli. A su vez, se alcanzó la expresión 

recombinante del zimógeno de la RgpB en la línea celular S2, siendo el primer reporte de su 

expresión en células de insecto.  

Se puso a punto un ensayo de actividad de la RgpB utilizando un sustrato fluorogénico, que 

permitirá la futura caracterización bioquímica de la enzima junto con la evaluación de 

potenciales inhibidores in vitro.  
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Se realizó una primera búsqueda de inhibidores in silico, encontrando tres compuestos 

candidatos, pertenecientes a un espacio químico diferente a moléculas patentadas. Este 

trabajo sienta las bases para la futura búsqueda y caracterización de moléculas inhibidoras de 

RgpB con potencial farmacológico.   
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Abreviaturas 

µg  microgramo(s) 

µL  microlitro(s) 

µM  micromolar(es) 

°C  grado(s) Celsius 

2YT  medio 2x extracto de levadura triptona, del inglés 2x yeast extract tryptone 

Ac  acetilo 

AC  cromatografía de afinidad, del inglés affinity chromatography 

ADN  ácido desoxirribonucleico 

ARN  ácido ribonucleico 

Bis-Tris bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano 

Boc  tert-butiloxicarbonilo 

BSA  albúmina de suero bovina, del inglés bovine serum albumin 

CelD  endoglucanasa D, del inglés endoglucanase D 

CTD  dominio C-terminal, del inglés C-terminal domain 

CV  volumen(es) de columna, del inglés column volume(s) 

Da  dalton(s) 

DMSO  dimetilsulfóxido 

DNAsa desoxirribonucleasa 

DsbC  disulfuro isomerasa C, del inglés disulfide bond isomerase C 

DTT  ditiotreitol 
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FPLC cromatografía líquida de proteínas a alta velocidad, del inglés fast protein 

liquid chromatography 

g  gramo(s) 

g  unidad de fuerza gravitatoria 

GST  glutatión S-transferasa 

h  hora(s) 

HRP  peroxidasa de rábano, del inglés horseradish peroxidase 

IEX cromatografía de intercambio iónico, del inglés ion exchange chromatography 

IMAC cromatografía de afinidad por metales inmovilizados, del inglés immobilized 

metal ion affinity chromatography 

IMZ  imidazol 

IPTG  isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

kcat  constante catalítica 

kDa  kilodalton(s) 

Kgp  gingipaína lisina-específica, del inglés lysine-specific gingipain 

Ki  constante de inhibición 

KM  constante de Michaelis-Menten 

L  litro(s) 

LB  caldo de lisogenia, del inglés lysogeny broth 

M  molar(es) 

mA  miliampere(s) 

MBP  proteína de unión a maltosa, del inglés maltose binding protein 
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mg  miligramo(s) 

min  minuto(s) 

mL  mililitro(s) 

mM  milimolar(es) 

MPM  marcador de peso molecular 

ng  nanogramo(s) 

nm  nanómetro(s) 

nM  nanomolar(es) 

OD600  densidad óptica a 600nm, del inglés optical density 

ON  durante la noche, del inglés over night 

PBS  amortiguador fosfato salino, del inglés phosphate-buffered saline 

pH  potencial de hidrógeno 

pI  punto isoeléctrico 

PMSF  fluoruro de fenilmetilsulfonilo, del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride 

RFU  unidades de fluorescencia relativas, del inglés relative fluorescence units 

RgpA  gingipaína arginina-específica A, del inglés arginine-specific gingipain A 

RgpB  gingipaína arginina-específica B, del inglés arginine-specific gingipain B 

rpm  revoluciones por minuto 

s  segundo(s) 

SDS  dodecilsulfato sódico, del inglés sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico, del inglés 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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SEC cromatografía de exclusión molecular, del inglés size exclusion 

chromatography 

SUMO pequeña proteína modificadora similar a ubiquitina, del inglés small ubiquitin-

like modifier protein 

T9SS  sistema de secreción tipo IX, del inglés type IX secretion system 

TB  caldo terrific, del inglés terrific broth 

TEMED tetrametiletilendiamina 

TEVp proteasa del virus del mosaico del tabaco, del inglés tobacco etch virus 

protease 

Tris  tris(hidroximetil)aminometano 

Trx  tiorredoxina 

UI  unidad(es) internacional(es) 

Z  carboxibencilo 
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1. Introducción 

1.1. Periodontitis 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, inmunológica y crónica, caracterizada por 

la destrucción progresiva e irreversible de los tejidos de soporte dental, como la encía, el 

ligamento periodontal y el hueso alveolar, conocidos colectivamente como periodonto (1, 2). 

Resulta de la pérdida de la homeostasis entre la microbiota comensal residente en el espacio 

subgingival y el hospedero, debido a alteraciones en la abundancia o influencia de especies 

individuales dentro de la comunidad microbiana, en relación con su abundancia o influencia 

en salud (3, 4).  

El desarrollo de la periodontitis se ve influenciado por factores de riesgo modificables como 

la higiene bucal, la dieta, el tabaquismo y el estrés, así como también por factores genéticos 

y condiciones adquiridas como enfermedades sistémicas, especialmente de carácter 

inflamatorio (4, 5). Los sujetos susceptibles se ven afectados por la acción de la comunidad 

microbiana disbiótica, que exhibe un efecto sinérgico de sus factores de virulencia. Esto no 

solo potencia la respuesta inflamatoria del hospedero, sino que también promueve su propia 

supervivencia mediante la alimentación cruzada de los productos obtenidos por la 

degradación de los tejidos (6, 7). 

La respuesta inflamatoria es una reacción fisiológica que protege al organismo evitando que 

las infecciones bacterianas se propaguen a tejidos más profundos, como los huesos (8). Sin 

embargo, cuando la inflamación se desregula y persiste, como parte de una respuesta inmune 

descontrolada, puede generar un ciclo patogénico que se autoperpetúa, en el que la disbiosis 

y la inflamación se refuerzan mutuamente formando un ciclo de retroalimentación positiva 

(1). Con el tiempo, este ciclo puede provocar la destrucción irreversible de los tejidos de 

soporte dental, lo que resulta en la periodontitis y sus consecuencias sintomáticas, como las 

bolsas periodontales, la pérdida de inserción, las recesiones gingivales, la movilidad y 

migración dental, y finalmente la pérdida de dientes (8).  

Las interacciones complejas entre las múltiples especies presentes en la microbiota oral que 

dan lugar a la periodontitis, se describen por primera vez en el modelo propuesto por 

Socransky y colaboradores (9), quienes identifican a Porphyromonas gingivalis, Tannerella 



 

 15 

forsythia y Treponema denticola como especies que aparecen juntas con mayor frecuencia a 

medida que aumenta la gravedad de la enfermedad periodontal, denominando al grupo “el 

complejo rojo”.  

Los modelos actuales incorporan el concepto de patogenicidad comunitaria o nososimbiosis, 

donde el potencial patogénico colectivo depende tanto del resultado de las interacciones entre 

especies, como de la susceptibilidad del hospedero (4, 10). Los microorganismos interactúan 

física y metabólicamente a través de la coadhesión y el intercambio de moléculas de 

señalización difusibles y metabolitos. Estas interacciones pueden mejorar o suprimir la 

colonización y patogenicidad de la comunidad, y junto a su interacción con el hospedero, 

determinan los resultados homeostáticos o disbióticos (Figura 1.1) (11). Las propiedades de 

los microorganismos presentes y su especialización funcional en la comunidad dan lugar a 

varias categorías recientemente reconocidas dentro del espectro comensal-patógeno, como 

comensales homeostáticos, patógenos accesorios, patobiontes y patógenos clave (12). Estos 

últimos, como P. gingivalis, ejercen su influencia en baja abundancia modulando tanto la 

composición como los niveles de los microorganismos de la comunidad, y manipulando las 

respuestas del hospedero. De esta manera, pueden promover la formación y estabilización de 

comunidades microbianas disbióticas, que provocan el desarrollo de la enfermedad (11, 12). 

 

Figura 1.1. La interconexión de la disbiosis y la inflamación como impulsoras de la 
periodontitis. Se ilustra el rol de los factores genéticos, la función de los patógenos clave y las 
interacciones entre las especies de la microbiota, en el desarrollo de la disbiosis. Junto con la 
inflamación, se refuerzan mutuamente formando un ciclo patogénico que se autoperpetúa. Esquema 
extraído de (11).  
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En la actualidad, la periodontitis afecta al 19% de la población adulta a nivel mundial, y su 

prevalencia se encuentra en aumento, registrándose un incremento en los casos de casi 540 

millones entre 1990 y 2019 (13).  

El tratamiento de esta enfermedad se centra en eliminar el biofilm bacteriano supra y 

subgingival, con el objetivo de reducir la inflamación, detener la progresión y restaurar la 

salud periodontal (14). El tratamiento inicial consiste en la remoción mecánica del biofilm 

de forma no quirúrgica, pudiendo estar acompañada de la administración de antisépticos o 

antibióticos de amplio espectro. Usualmente se administran conjuntamente amoxicilina y 

metronidazol, pudiendo administrarse ácido clavulánico, azitromicina, ciprofloxacino, 

tetraciclina o doxiciclina (15, 16). Dado que el biofilm está formado por un consorcio 

heterogéneo de múltiples especies, envuelto en una matriz de exopolisacáridos protectora, 

dificulta la difusión de antibióticos y antisépticos, disminuyendo su eficacia (16). A su vez, 

la resistencia a antibióticos es una creciente preocupación, no solo en la periodontitis sino en 

la medicina general, existiendo reportes de resistencia a amoxicilina, metronidazol, 

clindamicina, azitromicina, penicilina y tetraciclina en bacterias subgingivales cultivables 

(17–19). Considerando que alrededor del 25% de los pacientes no resuelven totalmente su 

cuadro de periodontitis con este tratamiento y requieren intervenciones quirúrgicas, el 

desarrollo de tratamientos no quirúrgicos alternativos resulta de alta importancia (20, 21). En 

este sentido, la búsqueda de compuestos capaces de actuar de forma específica sobre los 

patógenos clave, como P. gingivalis, representa una estrategia prometedora para controlar la 

disbiosis y así mejorar los resultados terapéuticos (22). 

1.2. Porphyromonas gingivalis 

La bacteria Porphyromonas gingivalis es un bacilo gramnegativo, anaerobio estricto, no 

móvil, no esporulante, que forma parte de la microbiota bucal subgingival. Está presente 

naturalmente en la cavidad bucal, encontrándose en niveles detectables solo en un 25% de 

las personas sanas (23). Sin embargo, P. gingivalis puede detectarse en un 80 a 85% de los 

sujetos con bolsas periodontales profundas, sitio inflamatorio que se forma por debajo de la 

encía como producto de la separación con el diente, clínicamente asociado a la periodontitis 

(23, 24). 
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Se encuentra principalmente en lesiones periodontales sangrantes en las bolsas profundas. 

Allí, los niveles oxígeno bajos permiten su crecimiento, y la hemoglobina resultante de la 

hemólisis de glóbulos rojos constituye una fuente de hemo abundante, para el cual P. 

gingivalis es auxótrofa (25). A diferencia de otros miembros del género Porphyromonas, 

capaces de crecer a partir de carbohidratos complejos, P. gingivalis es asacarolítica y depende 

de sustratos nitrogenados como proteínas o péptidos para nutrirse y obtener energía 

metabólica (26).  

Se considera uno de los patógenos clave en el desarrollo y progresión de la periodontitis, 

siendo capaz de colonizar la cavidad bucal e inducir la enfermedad en modelos murinos. Sin 

embargo, no es capaz de inducir por sí sola el desarrollo de la periodontitis en ratones libres 

de gérmenes, sugiriendo que requiere de la asociación con una comunidad polimicrobiana 

(27, 28). En particular, P. gingivalis requiere de microorganismos como Streptococcus 

gordonii y Fusobacterium nucleatum, para crear condiciones ambientales que le permitan 

establecerse. Estos facilitan su colonización al proveer sitios de fijación para la adherencia. 

Además, suministran metabolitos y reducen de la tensión de oxígeno a niveles lo 

suficientemente bajos para el crecimiento y la supervivencia de este anaerobio (26, 29).  

Incluso en una baja abundancia relativa en la microbiota bucal, P. gingivalis contribuye 

desproporcionadamente a la patogenicidad comunitaria, al manipular la respuesta inmune e 

inflamatoria del hospedero (4, 10). Desregula principalmente la inmunidad innata, 

promoviendo la activación de los neutrófilos y, simultáneamente, inhibiendo sus mecanismos 

bactericidas, lo que resulta en la inflamación por la acumulación de estas células en las bolsas 

periodontales (30, 31). Como parte de sus estrategias de supervivencia, P. gingivalis invade 

activamente las células epiteliales gingivales, donde puede replicarse y posteriormente 

diseminarse a otras células, a través del citoesqueleto, evadiendo así la vigilancia 

inmunológica (32). A su vez, puede internalizarse activamente en los macrófagos, siendo 

capaz de inhibir los procesos de destrucción bacteriana (33). Estos mecanismos, junto con la 

capacidad de P. gingivalis de desregular el sistema del complemento y degradar péptidos 

antimicrobianos, facilitan la evasión de la respuesta inmune (34). Al provocar la 

desregulación de la inmunidad innata, puede inhabilitar la inmunidad adaptativa, evitando la 
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activación de las células T citotóxicas por los macrófagos, lo que inhibe la eliminación de las 

células infectadas por la bacteria (35, 36).  

Su capacidad de invadir las células epiteliales y el tejido circundante, logrando ingresar a la 

circulación sanguínea para alcanzar sistemas orgánicos distantes, resulta en la reciente 

asociación de P. gingivalis con el desarrollo de enfermedades sistémicas (37, 38). En 

particular, se relaciona con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares al provocar 

disfunción endotelial arterial, lo que favorece la hipertensión arterial y la aterosclerosis (39, 

40). Además, la capacidad de P. gingivalis de citrulinar proteínas propias y del hospedero, se 

asocia a la formación de anticuerpos antipéptidos citrulinados, estrechamente involucrados 

en el desarrollo de la artritis reumatoide (41–43). También, puede atravesar la barrera 

hematoencefálica, encontrándose ADN y factores de virulencia, como gingipaínas y 

lipopolisacárido bacteriano, en tejido cerebral post-mortem de personas con enfermedad de 

Alzheimer, así como también la presencia de su ADN en el líquido cefalorraquídeo de 

pacientes diagnosticados con deterioro cognitivo leve a moderado, y probable enfermedad 

de Alzheimer (44). A su vez, es capaz de atravesar la barrera placentaria, donde logra invadir 

trofoblastos, reportándose también la presencia de ADN y antígenos de P. gingivalis dentro 

de la placenta, el cordón umbilical y el líquido amniótico (45–47). Estos hallazgos, se asocian 

con resultados adversos del embarazo, como la preeclampsia, diabetes gestacional o trabajo 

de parto prematuro, y sugieren que esta bacteria invade y daña directamente los tejidos 

placentarios del útero (6). 

La patogenicidad y estrategias de supervivencia de P. gingivalis dependen de una variedad 

de factores de virulencia que le permiten colonizar y persistir dentro de la cavidad bucal, así 

como invadir el tejido circundante y modular la respuesta inmune del hospedero. Algunos de 

los factores de virulencia más importantes son las fimbrias, el lipopolisacárido, la cápsula, 

las vesículas de membrana externa, las hemaglutininas, la peptidilarginina deiminasa, y un 

conjunto de proteasas denominadas gingipaínas (24, 35). 

1.3. Gingipaínas 

Las gingipaínas son proteasas de cisteína exclusivas de P. gingivalis, siendo responsables del 

85% de la actividad proteolítica total de la bacteria (48). Son endopeptidasas pertenecientes 
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a la familia C25, presentando similitudes estructurales con otras proteasas dentro de la 

superfamilia CD, como las legumaínas, las clostripaínas y las caspasas (49). Las gingipaínas 

se consideran proteasas similares a la tripsina, por catalizar la hidrólisis de proteínas y 

péptidos con especificidad de corte en secuencias con arginina o lisina en posición P1 (48).  

Existen tres gingipaínas, las arginina específicas RgpA y RgpB, y la lisina específica Kgp. 

Están codificadas por genes individuales (rgpA, rgpB y kgp), que se encuentran conservados 

en las cepas clínicas y de laboratorio de P. gingivalis (35, 50). Cada una se sintetiza como 

una única cadena polipeptídica, estando compuestas estructuralmente por varios motivos 

compartidos (Figura 1.2). La proteína codificada por rgpB se compone por un péptido señal 

N-terminal (S), un propéptido, un dominio catalítico y un dominio C-terminal (CTD). En los 

productos de traducción de rgpA y kgp se encuentran, adicionalmente, una serie de dominios 

de hemaglutinina/adhesina (HA), entre el dominio catalítico y el CTD. Para la RgpB, la 

proteína madura consiste solamente de su dominio catalítico, mientras que la RgpA y Kgp 

maduras están conformadas por el dominio catalítico asociado a los dominios HA (51, 52). 

 

Figura 1.2. Esquema de los dominios que componen las gingipaínas. Los colores semejantes 
indican secuencias altamente similares. Extraído de (52).  

El péptido señal permite el transporte de las gingipaínas a través de la membrana interna de 

P. gingivalis, por el sistema Sec. En cambio, el propéptido actúa como inhibidor del dominio 

catalítico durante el transporte del zimógeno, desde el periplasma hacia el medio extracelular, 

a través del sistema de secreción tipo IX (T9SS), por el reconocimiento del CTD (51). En 

este sistema ocurre la maduración de estas proteasas, en donde se cliva y elimina el 
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propéptido. Además, se escinden los dominios HA en RgpA y Kgp, para formar un complejo 

no covalente junto con el dominio catalítico (52, 53). El procesamiento de las gingipaínas 

finaliza con el clivado del CTD, pudiendo identificarse tres mecanismos de secreción 

distintos, asociados a diferentes cepas de P. gingivalis. En cepas como la HG66, las 

gingipaínas se secretan de forma libre al medio extracelular, mientras que en otras como la 

W83, quedan ancladas en la membrana externa por la unión de A-lipopolisacárido (53, 54). 

Otro mecanismo descrito para la liberación de estas proteasas al medio es a través de la 

producción de vesículas de membrana externa. Estas son nanoestructuras de vesículas 

lipídicas liberadas de la membrana externa de P. gingivalis, que transportan varios factores 

de virulencia, como gingipaínas ancladas en su superficie (55).  

El rol principal de las gingipaínas es la degradación de proteínas del hospedero u otros 

microorganismos, que constituyen la principal fuente de carbono y energía para esta bacteria 

(56). Las gingipaínas funcionan no solo como proteasas, sino que también como 

transpeptidasas, existiendo reportes de su capacidad de catalizar la transpeptidación de 

sustratos proteicos, utilizando péptidos pequeños como moléculas aceptoras (57, 58). 

Se consideran factores de virulencia importantes para el potencial patogénico de P. gingivalis, 

al estar involucradas en la colonización y la manipulación de la respuesta inmune del 

hospedero. En particular, la RgpA y Kgp participan de la adhesión y co-agregación con otras 

bacterias presentes en el biofilm, así como también de la aglutinación de glóbulos rojos 

debido a sus dominios hemaglutinina/adhesina (59, 60). Además, las gingipaínas contribuyen 

al sangrado y permeabilidad vascular, al activar la calicreína plasmática, degradar el 

fibrinógeno, y aumentar los niveles de trombina y protrombina, incrementando así la 

disponibilidad del hemo necesario para el crecimiento bacteriano (61).  

Las gingipaínas están involucradas en la manipulación del sistema inmune del hospedero, al 

tener la capacidad de degradar péptidos antimicrobianos como α y β-defensinas y catelicidina 

LL-37 (62). A su vez, pueden hidrolizar C3, C4 y C5 del sistema del complemento, 

impidiendo la activación C5b y por ende la formación del complejo de ataque a la membrana 

(63). Finalmente, desregulan la red de citoquinas al degradar e inactivar las interleuquinas 

IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-12, así como también los receptores de IL-6, de IFN-α, de TNF-
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α, CD4, CD8, CD14 y CD54 (52). Estas funciones explican por qué las gingipaínas son 

esenciales para la supervivencia bacteriana y el desenlace patológico de la periodontitis. 

1.4. RgpB 

La gingipaína arginina-específica B se caracteriza por ser la más sencilla de estas proteasas. 

Consiste en única cadena polipeptídica de 736 aminoácidos compuesta por un péptido señal 

de 25 aminoácidos, un propéptido de 204 aminoácidos, un dominio catalítico de 435 

aminoácidos, y un CTD de 72 aminoácidos (Figura 1.3) (64).  

 

Figura 1.3. Estructura tridimensional de la RgpB, formando un complejo con su propéptido. 
Se representa en naranja el dominio catalítico, y en azul el propéptido. Se amplía el sitio activo, donde 
el residuo catalítico Cys473 se representa oxidado como 3-sulfinoalanina. Adaptado de (64).  

La enzima madura, presenta solamente el dominio catalítico, el cual puede encontrarse 

anclado a la membrana o en forma soluble. Su actividad hidrolítica se basa un ataque 

nucleofílico al residuo de arginina del sustrato, mediado por la tríada catalítica Cys473, 

Glu381 

His440 

Cys473 
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His440 y Asp381. El sustrato interactúa con el sitio de unión S1 de la RgpB, una cavidad 

profunda y con carga negativa, crucial para el reconocimiento del sustrato, ya que crea fuertes 

interacciones iónicas con el grupo guanidilo del residuo de arginina en el sustrato, cargado 

positivamente (42). Adicionalmente, en la RgpB madura puede identificarse un subdominio 

de la superfamilia inmunoglobulina (IgSF), involucrado en procesos de reconocimiento, 

unión y adhesión de las células (65).  

Por otro lado, la RgpB madura posee seis cisteínas en su estructura además de la Cys473 

catalítica. Si bien dos de ellas se encuentran expuestas en la estructura, la Cys414 y Cys528, 

ninguna cisteína forma puentes disulfuro (65). Esto constituye una rareza respecto a toxinas 

y otros factores de virulencia secretados por bacterias gramnegativas patógenas, cuyo 

plegamiento ocurre en el periplasma para permitir la formación de puentes disulfuro (66–68).  

Si bien las tres gingipaínas están involucradas en la obtención de nutrientes, la destrucción 

de los tejidos del periodonto y la manipulación de la respuesta inmune del hospedero, la 

RgpB destaca por su rol en la fisiología de la bacteria, siendo crucial para el procesamiento 

de proteínas propias. En particular, está involucrada en la polimerización de FimA, proteína 

principal de las fimbrias mayores de P. gingivalis, importantes factores de virulencia para la 

adhesión de la bacteria (69).  

Tanto la RgpB como la RgpA, contribuyen a la acción de la peptidilarginina deiminasa de P. 

gingivalis, ya que esta presenta una alta preferencia por citrulinar los residuos de arginina C-

terminales resultantes de la proteólisis por RgpA y RgpB (43). Este mecanismo único de 

citrulinación de péptidos puede ser la base de la generación de neoepítopes a los que aún no 

se ha desarrollado tolerancia inmunitaria, lo que contribuye a desencadenar una respuesta 

autoinmune (70). Cabe destacar que esta enzima también citrulina argininas que forman parte 

de las proteínas propias, de otros microorganismos y del hospedero. Existen reportes de que 

actúa sobre los residuos de arginina expuestos de RgpA y RgpB, lo que previene su posible 

autoproteólisis y resulta en una actividad aumentada (41, 55). 

1.5. Inhibidores de gingipaínas 

En los últimos años, ha crecido el interés por las gingipaínas como blanco para el tratamiento 

de la periodontitis y las enfermedades asociadas, llevando al desarrollo de numerosas 
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estrategias para la inhibición de estos factores de virulencia. Estas estrategias incluyen desde 

la ingenierización de propéptidos de las gingipaínas como inhibidores (71), compuestos 

sintéticos análogos a péptidos (48, 72, 73), polifenoles (74–76), antibióticos y sus derivados 

(77–79), y anticuerpos (80, 81).  

Dentro de los inhibidores análogos a péptidos, destacan los compuestos KYT-1 y KYT-36 

desarrollados por Kadowaki y colaboradores (72). Estos inhiben selectivamente a Rgp y Kgp, 

respectivamente, con una constante de inhibición (Ki) del orden de los nanomolares, y una 

mínima reactividad cruzada con proteasas de mamíferos. Siguiendo esta línea de 

investigación, Kataoka y colaboradores (73) desarrollan el inhibidor KYT-41, con actividad 

dual contra las tres gingipaínas y alta afinidad, demostrando capacidad para suprimir la 

permeabilidad vascular y la inflamación gingival en modelos animales de periodontitis 

(Figura 1.4). No existen reportes de que estos inhibidores hayan avanzado a estudios clínicos. 

 

Figura 1.4. Estructura de KYTs, inhibidores de Kgp análogos a péptidos. A. KYT-1. B. KYT-36. 
C. KYT-41. 

Resulta de particular relevancia el trabajo de Dominy y colaboradores (44), al ser el mayor 

progreso alcanzado en esta línea de investigación, logrando desarrollar cuatro familias de 
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inhibidores de gingipaínas para el potencial tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Dos 

de estas familias de compuestos, son inhibidores de RgpA y RgpB: una de ellas corresponde 

a derivados de aminopiridinas, protegidas por la patente US11059786B2 (82), mientras que 

la otra está conformada por amidas derivadas de arginina, descritas en la patente 

US20220204457A1 (83).   

Las siguientes dos familias, consisten en moléculas inhibidoras de Kgp. En particular, la 

patente US20210017167A1 protege amidas derivadas de lisina (84). El último conjunto de 

inhibidores de Kgp se denominan CORs y se encuentran protegidos por la patente 

US10730826B2 (85). Uno de ellos, COR388, se caracteriza por ser un inhibidor ser selectivo 

y de alta afinidad, con una Ki del orden de los picomolares, demostrando capacidad de 

penetrar el sistema nervioso central. Avanzó a los estudios de fases clínicas bajo el nombre 

de Atuzaginstat (Figura 1.5) para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, siendo 

retirado en Fase II/III por problemas de toxicidad hepática (86, 87).  

 

Figura 1.5. Estructura de Atuzaginstat, inhibidor de Kgp estudiado en ensayo clínico.  

Un inhibidor de segunda generación, COR588 (también conocido como LHP588), se 

encontraba con un ensayo de Fase I en curso al momento de la suspensión de COR388, 

publicándose sus resultados en 2022 (88, 89). Actualmente no hay estudios clínicos 

registrados en curso sobre COR588, si bien hay cuatro estudios en curso o que comenzarán 

próximamente, con el objetivo de investigar posibles vínculos entre la enfermedad de 

Alzheimer y la periodontitis y/o P. gingivalis (90–93). Sin embargo, no hay estudios clínicos 

en curso orientados a reducir la colonización de P. gingivalis o a la inhibición de sus proteasas 

secretadas. Por estas razones, se considera interesante la búsqueda de inhibidores de 

gingipaínas que pertenezcan a un espacio químico diferente a los patentados, que logren 
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disminuir o eliminar la patogenicidad de la bacteria, sin exhibir un efecto toxico para el 

paciente.  

1.6. Producción de recombinante de RgpB 

El estudio y caracterización de gingipaínas in vitro se ve posibilitado por la obtención de 

estas proteasas a partir de distintas cepas de P. gingivalis. En particular, la RgpB puede 

obtenerse del cultivo de la cepa HG66, utilizando el protocolo desarrollado por Potempa y 

Nguyen (54). Esta cepa se caracteriza por secretar la totalidad de las gingipaínas expresadas 

de forma libre, permitiendo la purificación de la proteína desde el sobrenadante del cultivo. 

Este proceso es laborioso, implicando la concentración de proteínas por precipitación con 

acetona, seguida de cromatografías de exclusión molecular (SEC), de intercambio iónico 

(IEX) y de afinidad por arginina. Estos pasos son necesarios no solo para separarla del resto 

de las proteínas presentes, sino para eliminar los pigmentos derivados de hemina producidos 

por la bacteria, presentes en el sobrenadante. El rendimiento de la expresión y purificación 

de RgpB con este protocolo es de 0,5 mg por litro de cultivo.   

Por otra parte, se puede obtener la RgpB a partir de cepas ingenierizadas de P. gingivalis. El 

protocolo desarrollado por Veillard y colaboradores (94), se basa en la modificación genética 

de la cepa W83-∆rgpA por mutagénesis sitio dirigida, para la inserción de una etiqueta de 

afinidad 6xHis previo al sitio de corte del CTD de la RgpB. De esta forma, se expresa 

fusionada a una etiqueta de afinidad 6xHis, la cual impide el anclaje a la membrana externa, 

por lo que la gingipaína se secreta de forma libre al sobrenadante del cultivo. La RgpB-6xHis 

se purifica por precipitación con acetona, seguida de cromatografías de intercambio iónico y 

de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), manteniendo la etiqueta de afinidad unida a 

la proteína al final del proceso. El rendimiento de esta expresión y purificación es de 2,4 

mg/L. 

La expresión de gingipaínas en cepas de P. gingivalis tiene desventajas asociadas a la 

necesidad del cultivo en condiciones anaeróbicas estrictas, el requerimiento de sangre para 

el cultivo en placa, y a los laboriosos procesos de purificación. Adicionalmente, la 

purificación desde condiciones nativas resulta en la presencia de pigmentos derivados de 

hemina en concentraciones variables al final de la purificación, con ambos protocolos (54, 
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94). Por estas razones, la expresión heteróloga en sistemas constituye una alternativa 

atractiva para la obtención de gingipaínas. 

En la actualidad, la producción de proteínas recombinantes es una herramienta 

biotecnológica indispensable para el estudio de proteínas en el campo de la investigación, así 

como para aplicaciones biomédicas e industriales. En este sentido, Escherichia coli es el 

organismo más ampliamente utilizado para producir proteínas recombinantes (95). Esto se 

debe a la fácil implementación, los tiempos cortos, el bajo coste, los altos niveles de 

expresión y la amplia variedad de herramientas genéticas disponibles en E. coli (96). A pesar 

de los avances en el campo de las proteínas recombinantes, no todas logran expresarse de 

forma soluble y homogénea en este sistema, lo que requiere la evaluación de parámetros 

como la fusión a diferentes proteínas potenciadoras de la solubilidad, la traslocación de la 

proteína al espacio periplásmico, el uso de diversos promotores y cepas de E. coli (97). 

La expresión recombinante de gingipaínas presenta grandes desafíos, debido a su actividad 

proteolítica, su plegamiento y su complejo proceso de maduración. Por estas razones, se 

considera que la expresión heteróloga en un sistema sencillo como E. coli podría no ser viable 

(98). Esto se ve reflejado en el único intento reportado de expresión recombinante en E. coli 

por Margetts y colaboradores (99), en el que se proponen expresar solamente el dominio 

catalítico de RgpA. Si bien logran su expresión recombinante, la proteína resulta ser insoluble 

en el extracto bacteriano. Luego de los intentos de solubilización, la pobre actividad catalítica 

de la RgpA recombinante contribuyó a considerar la expresión de estas proteasas en E. coli 

como una alternativa poco conveniente respecto a su expresión en cepas ingenierizadas de P. 

gingivalis. Esto se ve reflejado en la amplia literatura que utiliza los dos protocolos descritos 

anteriormente para el estudio de las gingipaínas, y de RgpB específicamente (44, 69, 71, 100–

102). 

Tomando en consideración los desafíos reportados de la expresión de gingipaínas en E. coli 

y, especialmente, la potencial toxicidad como una limitante, Mikolajczyk y colaboradores 

(103) exploran la posibilidad de producir la RgpB en un sistema de expresión eucariota. 

Utilizan Saccharomyces cerevisiae YG227 para expresar distintas versiones de RgpB 

fusionadas a FLAG-tag, logrando la expresión recombinante del zimógeno de RgpB, con su 

propéptido y dominio C-terminal, con un rendimiento de entre 10 y 20 µg/L. Sin embargo, 
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no se obtiene la totalidad de la RgpB en su forma madura al final de la purificación, estando 

presentes varios intermediarios del zimógeno parcialmente procesados. A su vez, el bajo 

rendimiento obtenido respecto a la expresión en P. gingivalis, lleva a considerar esta 

estrategia de expresión en S. cerevisiae como una alternativa poco conveniente. 

Existen múltiples sistemas de expresión eucariotas, como las levaduras, las células de insecto 

y las líneas celulares de mamífero. Estos sistemas se caracterizan por su capacidad de realizar 

múltiples puentes disulfuro y, especialmente, por realizar modificaciones postraduccionales 

en las proteínas (95). Estas son especialmente relevantes cuando se trata de la producción de 

proteínas humanas para aplicaciones biomédicas, donde sus modificaciones 

postraduccionales como glicosilaciones, pueden impactar directamente en su actividad e 

inmunogenicidad, imponiendo restricciones en la selección del sistema de expresión (104).  

La línea celular Schneider 2 (S2) es una línea celular de insecto derivada de un cultivo 

primario de embriones en fase tardía de Drosophila melanogaster (105). Constituye una 

alternativa a la expresión de proteínas en células de mamífero, presentando ventajas como un 

mayor rendimiento, y la capacidad de alcanzar altas densidades celulares sin requerimientos 

de CO2 ni suero fetal bovino para el crecimiento (106). Este sistema permite la expresión 

inducible de proteínas, con la posibilidad de secretarlas al exterior celular. Esto permite 

reducir la potencial toxicidad por la acumulación de la proteína recombinante, y facilitar el 

posterior proceso de purificación, ya que las S2 expresan pocas proteínas hacia el espacio 

extracelular, reduciendo la cantidad de proteínas contaminantes en la fracción obtenida (107). 

El Laboratorio de Inmunovirología del Institut Pasteur de Montevideo (IPMon) presenta una 

amplia experiencia en la producción de proteínas recombinantes en este sistema (108–110). 

Resulta de particular relevancia la experiencia expresando una proteasa viral en S2 (Fló y 

colaboradores, no publicado), ya que la actividad catalítica y las consecuencias biológicas 

del clivado de enlaces peptídicos, hace que las proteasas sean proteínas desafiantes para la 

expresión heteróloga. La producción de proteasas exógenas en E. coli, especialmente no 

reguladas por mecanismos inhibitorios como la expresión de su forma zimogénica, representa 

un estrés crítico para la bacteria que a menudo resulta en la formación de cuerpos de 

inclusión, la toxicidad celular o la ausencia de expresión (111). Por lo que, resulta interesante 

explorar sistemas de expresión alternativos para la obtención de una proteasa soluble y activa.  
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo general 

Lograr la expresión recombinante de la proteasa de cisteína RgpB de P. gingivalis, para 

identificar inhibidores que potencialmente atenúen o eliminen la patogenicidad de la bacteria. 

2.2. Objetivos específicos 

1. Producir RgpB de forma recombinante en E. coli y en la línea celular S2. 

2. Purificar RgpB de forma soluble. 

3. Evaluar la actividad de RgpB in vitro poniendo a punto un ensayo de actividad con 

un sustrato fluorogénico. 

4. Seleccionar in silico compuestos potencialmente inhibidores de RgpB. 
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3. Metodología 

3.1. Materiales 

3.1.1. Plásmidos 

Los plásmidos Pro-RgpB_tev_T7Trx y Pro-RgpB_tev_pDroExt-PRW, en adelante referidos 

como pRgpB_Ec y pRgpB_S2, respectivamente, se obtienen de GenScript (EE. UU.). El 

plásmido pCoPuro se obtiene de Thermo Fisher Scientific (EE. UU.). El plásmido p7_TEVdt 

diseñado por Dalla Rizza y colaboradores (112) se obtiene del Laboratorio de 

Inmunovirología del IPMon. 

3.1.2. Cepas y línea celular 

La cepa de clonado E. coli XL1-Blue, en adelante referida como XL1, se obtiene de Agilent 

(EE. UU.), mientras que la cepa de expresión E. coli Rosetta(DE3)pLysS, en adelante referida 

como Rosetta, se obtiene de Merck (Alemania).  

La línea celular Drosophila Schneider 2 (S2), derivada de un cultivo primario de células 

embrionarias de D. melanogaster, se obtiene de Thermo Fisher Scientific.  

3.1.3. Medios de cultivo 

Medio LB: 1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl, pH 7,2. El medio LB Agar 

se suplementa con 1,5% de agar bacteriológico. 

Medio 2YT: 1,6% triptona, 1% extracto de levadura, 0,5% NaCl, pH 7. 

Medio TB: 1,2% triptona, 2,4% extracto de levadura, 0,4% glicerol, 17 mM KH2PO4, 72 mM 

K2HPO4, pH 7,2. 

Medio de Autoinducción ZYM-5052: 1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% glicerol, 

0,2% lactosa, 0,05% glucosa, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM 

Na2SO4, 2 mM MgSO4, pH 7. 

Medio Insect-XPRESS: medio de cultivo de células de insectos libre de proteínas y libre 

de suero, de Lonza (Suiza). 
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3.1.4. Soluciones 

Ampicilina 100 mg/mL: 1 g de ampicilina en 10 mL de agua ultrapura, filtrada en esterilidad 

utilizando un filtro de 0,22 µm Minisart® NML Standard Syringe Filter, Surfactant-free 

Cellulose Acetate de Sartorius (Alemania). 

Carbenicilina 100 mg/mL: 1 g de carbenicilina en 10 mL de agua ultrapura, filtrada en 

esterilidad utilizando un filtro de 0,22 µm. 

Cloranfenicol 34 mg/mL: 0,34 g de cloranfenicol en 10 mL de etanol 95%, filtrado en 

esterilidad utilizando un filtro de 0,22 µm. 

IPTG 1 M: 2,38 g de IPTG en 10 mL de agua ultrapura, filtrado en esterilidad utilizando un 

filtro de 0,22 µm. 

DNAsa 5 UI/µL: 7 mg DNAsa 2866 UI/mg en 4 mL de agua ultrapura. Para su uso en la 

transfección de células S2, se filtra en esterilidad utilizando un filtro de 0,22 µm.  

DTT 1 M: 1,54 g de DTT en 10 mL de agua destilada, filtrado utilizando un filtro de 0,22 

µm. 

β-mercaptoetanol 1 M: 0,7 mL de β-mercaptoetanol en 9,3 mL de agua destilada, filtrado 

utilizando un filtro de 0,22 µm. 

Cisteína 0,5 M: 0,61 g de cisteína en 10 mL de agua destilada, filtrada utilizando un filtro de 

0,22 µm. 

Tinción de Coomassie: 45% etanol, 10% ácido acético, 2,5% azul de Coomassie R-250. 

Solución de desteñido 1: 40% etanol, 7% ácido acético. 

Solución de desteñido 2: 7% ácido acético, 5% etanol. 

Azul de tripán 0,5%: 0,25 g de azul de Tripán en 50 mL de PBS 1X. 

CdCl2 10 mM: 18,3 mg de CdCl2 en 10 mL de agua destilada, filtrado en esterilidad utilizando 

un filtro de 0,22 µm. 
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Las soluciones amortiguadoras utilizadas se detallan en las secciones correspondientes. 

3.2. Reactivos generales 

Todos los reactivos detallados a continuación son de grado analítico. Los solventes ácido 

acético glacial y etanol 95% se obtienen de Droguería Industrial Uruguaya Emilio Benzo 

S.A. (Uruguay). El 2-propanol y glicerol se obtienen de Carlo Erba Reagents (Francia).  

Las siguientes sales, componentes para medios de cultivo y otros reactivos se obtienen de 

Sigma-Merck (Alemania): β-mercaptoetanol, acrilamida/bisacrilamida 29:1, acetato de 

sodio, azul de bromofenol, azul de Coomassie R-250, azul de tripán, Bis-Tris, cisteína, 

cloruro de amonio, cloruro de cadmio, cloruro de calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, 

DTT, EDTA, extracto de levadura, fosfato de potasio monobásico, fosfato de sodio dibásico, 

glicina, glucosa, imidazol, IPTG, lactosa, persulfato de amonio, PBS 10X, PMSF, SDS, 

sulfato de magnesio, sulfato de sodio, TEMED, triptona, Tris y Tween 20. 

Los antibióticos ampicilina, carbenicilina y cloranfenicol se obtienen de Sigma-Merck. Las 

soluciones de Pen-Strep (penicilina 10000 UI/mL y estreptomicina 10000 µg/mL) y de 

puromicina (10 mg/mL) para cultivo celular se adquieren de Thermo Fisher Scientific. Las 

enzimas DNAsa, lisozima y tripsina liofilizadas, y la BSA se adquieren de Sigma-Merck. 

Los reactivos de biología molecular, soluciones comerciales, sustratos enzimáticos, 

columnas, resinas y filtros utilizados se detallan en las secciones correspondientes. 

3.3. Procedimientos generales 

3.3.1. Construcción de vectores de expresión  

Se diseñan dos vectores para la expresión recombinante de RgpB, uno para E. coli y otro para 

línea celular de insecto S2. Con el fin de limitar potenciales problemas de toxicidad asociados 

a la expresión de una proteasa activa, se opta por expresar el zimógeno de RgpB (Pro-RgpB), 

que comprende el propéptido y dominio catalítico de la gingipaína, y tiene una actividad 

proteolítica limitada.  

La secuencia del propéptido y dominio catalítico de la RgpB, que comprende de Gln25 a 

Ser664, se obtiene de Uniprot bajo el accession number P95493, y proviene de la cepa de P. 
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gingivalis W83 (ATCC BAA-308). Para evitar su auto-maduración, se sustituye el sitio de 

hidrólisis nativo (NYEATR) por el sitio de corte de la proteasa TEV (ENLYFQS) (Figura 

3.1). 

 

Figura 3.1. Representación de las construcciones para la expresión de RgpB. A. Constructo para 
E. coli. El dominio catalítico de la RgpB (en azul) se expresa junto con su propéptido (en verde), 
unidos por el sitio de corte de la proteasa TEV, indicado subrayado en violeta. La TEVp se representa 
como tijera y posee un StrepTagII seguido de una etiqueta 6xHis (112). En el extremo N-terminal 
se representa en negro el linker que posee la etiqueta de 6xHis (en celeste), seguido de la Trx (en 
amarillo). B. Constructo para S2. En el extremo N-terminal se indica en magenta la señal de 
exportación BiP, seguida de un linker (en negro) que posee un Twin-Strep-tag representado en 
naranja.  

Para la expresión en E. coli, se incluye una etiqueta de polihistidinas (6xHis) en el extremo 

N-terminal, para facilitar su purificación por IMAC, seguido de la proteína de fusión 

tiorredoxina de E. coli (Trx) (Figura 3.1 A), de forma de incrementar la solubilidad de la 

proteína recombinante. Este constructo se realiza sobre un vector pET-32a modificado por 

Correa y colaboradores (113), el cual confiere resistencia a antibióticos β-lactámicos y 

contiene el promotor T7, derivado del bacteriófago T7, con el operador lac incorporado para 

la expresión de la proteína por la ARN polimerasa T7 (Figura 3.2 A). El represor lac se une 

al operador e inhibe la transcripción, que puede ser revertida por el agregado de lactosa o 

IPTG, induciendo la expresión de la proteína recombinante.  
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Para la expresión en S2, se agrega una etiqueta Twin-Strep-tag en el extremo N-terminal, 

permitiendo la purificación por cromatografía de afinidad por Strep-tactin (Figura 3.1 B). 

El constructo se realiza sobre el vector pMT/BiP/V5-his modificado por Ortega y 

colaboradores (96), que confiere resistencia a antibióticos β-lactámicos para el clonado en E. 

coli, y contiene el promotor de metalotioneína de Drosophila para la expresión inducible por 

cationes metálicos divalentes como Cu2+ o Cd2+, seguido de la señal de exportación BiP para 

la traslocación de la proteína recombinante hacia el retículo endoplasmático e ingreso por la 

vía secretoria (Figura 3.2 B). 

Para ambas proteínas expresadas, el corte con la TEVp permite separar el propéptido y las 

etiquetas de purificación, del dominio catalítico de la RgpB, permitiendo obtenerla en su 

forma activa al final de la purificación. 

El constructo se optimiza para el uso de codones de D. melanogaster y los plásmidos se 

obtienen por síntesis de GenScript. 

A      B 

 

Figura 3.2. Representación de los plásmidos para la expresión de RgpB. A. Plásmido pRgpB_Ec 
para la expresión en E. coli. B. Plásmido pRgpB_S2 para la expresión en la línea celular S2. 
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3.3.2. Preparación de E. coli quimiocompetentes 

Se preparan células quimiocompetentes en condiciones de esterilidad, partiendo de un 

criotubo de E. coli XL1 o Rosetta almacenado a -80°C. Se realiza un repique en una placa de 

LB Agar y se incuba ON a 37°C. A partir de una colonia aislada, se realiza un precultivo de 

50 mL de medio LB en un matraz de 250 mL, y se incuba ON a 37°C en un agitador orbital 

a 220 rpm.  

Luego, se inoculan 250 mL de medio 2YT en un matraz de 1 L con 5 mL del precultivo 

crecido y se incuba a 37°C y 220 rpm. Pasada una hora y en intervalos de 30 min se toma 

una muestra del cultivo y se mide la OD600 usando el espectrofotómetro OD600 

DiluPhotometer™ de Implen (Alemania) hasta alcanzar un valor de aproximadamente 0,7. 

Se vierte el cultivo crecido en tubos cónicos de 50 mL y se centrifuga a 2500 g y 4°C por 10 

min. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet celular en 25 mL de CaCl2 0,1 M 

estéril a 4°C, incubando la suspensión celular en hielo por 30 min. Se centrifuga nuevamente 

a 2500 g y 4°C por 8 min, y se descarta el sobrenadante. El pellet celular se resuspende en 1 

mL de CaCl2 0,1 M estéril a 4°C y se agregan 125 µL de glicerol 50% estéril a 4°C. Se 

alícuota la suspensión de células de a 50 µL en tubos de microcentrífuga y se almacenan a -

80°C hasta su uso. 

3.3.3. Transformación de E. coli por choque térmico 

Para transformar las células quimiocompetentes de E. coli XL1 o Rosetta, se parte de 

plásmidos a una concentración de 100 ng/µL. Se agregan 2 µL del plásmido correspondiente 

a 50 µL de células en condiciones de esterilidad, y se incuban en hielo por 30 min. Se realiza 

el choque térmico a 42°C por 2 min en el termobloque ThermoMixer C de Eppendorf 

(Alemania) y se incuban en hielo por 2 min. Para recuperar las células, se agregan 450 µL de 

medio LB y se incuban a 37°C y 650 rpm por 1 h. Se plaquean 200 µL de células en medio 

LB Agar suplementado con ampicilina 100 µg/mL para seleccionar las células que hayan 

introducido el plásmido de interés. En el caso de los plásmidos transformados en E. coli 

Rosetta, se suplementa también con cloranfenicol 34 µg/mL para seleccionar las células que 

tengan a su vez el plásmido pRARE. Las placas se incuban ON a 37°C. 
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3.3.4. Obtención de vectores de expresión 

Los plásmidos pRgpB_Ec y pRgpB_S2 liofilizados se reconstituyen en agua ultrapura, para 

una concentración de 100 ng/µL. Se procede a transformar E. coli XL1 quimiocompetentes 

por choque térmico, y a partir de una colonia transformada se realizan cultivos de 50 y 200 

mL de medio LB suplementado con ampicilina para los plásmidos pRgpB_Ec y pRgpB_S2, 

respectivamente, y se incuban ON a 37°C y 220 rpm.  

Se purifica el plásmido pRgpB_Ec a partir de 10 mL del cultivo crecido utilizando el kit de 

minipreparación Monarch Plasmid Miniprep Kit (#T1010) de New England Biolabs (EE. 

UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo el ADN en 50 µL de agua 

ultrapura. Mientras que el plásmido pRgpB_S2 se purifica a partir de los 200 mL de cultivo 

crecido empleando el kit de maxipreparación PureLink HiPure Plasmid Filter Maxiprep 

Kit (Thermo Fisher Scientific, #K210017) siguiendo las instrucciones del fabricante y 

resuspendiendo el ADN en 200 µL de agua ultrapura. 

Finalmente, se determina la concentración de ADN plasmídico mediante la medida de 

absorbancia a 260 nm, en el espectrofotómetro DS-11 FX+ de DeNovix (EE. UU.). Se evalúa 

la pureza mediante los cocientes 260/230 y 260/280. 

3.3.5. Expresión de RgpB recombinante en E. coli 

Para la expresión recombinante de la Pro-RgpB en E. coli, se transforma la cepa de expresión 

E. coli Rosetta quimiocompetentes por choque térmico con el plásmido pRgpB_Ec 

purificado. Se seleccionan al azar cinco colonias transformadas de la placa para inocular 5 

mL de medio LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol en un tubo de cultivo, y se 

incuba ON a 37°C y 220 rpm. Se realiza una criopreservación de la cepa transformada en 

esterilidad, agregando 250 µL de glicerol 50% estéril y 750 µL del cultivo crecido a criotubos. 

Se almacenan a -80°C hasta su uso.  

A partir de un criotubo de la cepa transformada y en condiciones de esterilidad, se realiza un 

precultivo inoculando 50 mL de medio LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol, y 

se incuba ON a 37°C y 220 rpm. 
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3.3.5.1. Expresión en medio TB 

Se inoculan 500 mL de medio TB suplementado con ampicilina y cloranfenicol, con 10 mL 

del precultivo crecido en un matraz de 3 L. Se incuba a 37°C y 220 rpm. Pasadas tres horas 

y en intervalos de 30 min se toma una muestra del cultivo y se mide la OD600 hasta la fase 

logarítmica tardía del crecimiento bacteriano, con un valor de entre 1,8 y 2. Al alcanzar la 

densidad óptica deseada, se induce la expresión con 0,1 mM de IPTG y se estudia el efecto 

de la temperatura en la expresión de la gingipaína incubando por 5 h a 37°C y 220 rpm, y 

ON a 20°C y 220 rpm. Para estudiar el efecto de la concentración de inductor, se expresa 

RgpB con 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 y 1 mM de IPTG, y se incuba ON a 20°C y 220 rpm. 

3.3.5.2. Expresión por autoinducción 

Se utiliza el medio de autoinducción ZYM-5052 desarrollado por Studier (114), que contiene 

glucosa, glicerol y lactosa como fuentes de carbono. Se realiza un cultivo de 50 mL de medio 

ZYM-5052 suplementado con carbenicilina 100 µg/mL y cloranfenicol 34 µg/mL en un 

matraz de 250 mL, inoculando con 1 mL del precultivo crecido. Se incuba a 25°C y 220 rpm 

por 48 h. 

3.3.6. Lisis bacteriana 

Pasado el tiempo de incubación de cada cultivo, se recuperan las células por centrifugación 

a 4000 g y 4°C por 30 min. Se resuspende el pellet celular en amortiguador A1 (50 mM Tris 

pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol) utilizando 5-10 mL por cada gramo de pellet, y se 

congela a -20°C hasta el inicio de la purificación. 

Se descongela la suspensión celular y se añaden de 2,5 UI/mL de DNAsa y 10 mM de MgSO4, 

incubando 15 min. Luego, se realiza una lisis bacteriana por sonicación, en hielo, aplicando 

pulsos de 5 s con una amplitud de 40%, seguidos de intervalos de 10 s entre cada pulso, hasta 

completar 10 min totales de pulso encendido. El extracto obtenido se centrifuga a 30000 g y 

4°C por 30 min, para separar las proteínas solubles de las insolubles. La fracción soluble se 

utiliza posteriormente para purificar la RgpB. 

Se analizan las proteínas presentes en el extracto, fracción soluble e insoluble de cada 

estrategia de expresión evaluada por SDS-PAGE. 
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3.3.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Para analizar la composición proteica de las muestras, se realiza una electroforesis en gel de 

poliacrilamida desnaturalizante con SDS, utilizando acrilamida al 10%. Se estima la 

concentración de proteínas totales de las muestras por absorbancia a 280 nm y se preparan 

en amortiguador de carga 5X (500 mM DTT, 310 mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 10% SDS, 

0,05% azul de bromofenol), para una concentración de proteína de 1 µg/µL. Se 

desnaturalizan las proteínas incubando las muestras a 95°C por 10 min y se siembran 10µL 

de cada muestra en el gel, utilizando el marcador de peso molecular PageRuler™ Plus 

Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Fisher Scientific, #26619). Se realiza la 

corrida a una corriente constante de 20 mA por gel, en amortiguador de corrida (192 mM 

glicina, 25 mM Tris, 0,1% SDS). 

Una vez finalizada la corrida, se tiñe el gel con solución de Coomassie por 45 min en 

agitación. Se destiñe con solución de desteñido 1 por 30 min, y luego con solución de 

desteñido 2 por 1 h, para visualizar las proteínas presentes.  

3.3.8. Purificación del zimógeno de RgpB por IMAC 

Para la purificación de la Pro-RgpB producida en E. coli se filtra la fracción de proteínas 

solubles utilizando un filtro de 0,45 µm Minisart® NML Standard Syringe Filter, Surfactant-

free Cellulose Acetate (Sartorius) y se evalúan dos sistemas de purificación por IMAC. 

3.3.8.1. Purificación por IMAC en batch  

Se agrega 1 mL de resina de afinidad Ni Sepharose HP (#17526801) de Cytiva (EE. UU.) 

por cada 80 mL de la fracción soluble, y se incuba en agitación suave por 1 h a temperatura 

ambiente. Se vierte la fracción en una columna de purificación abierta y se bombea la fracción 

no unida (o percolado) con una bomba peristáltica a un flujo de 3 mL/min. Se realiza un 

lavado con 15 mL de amortiguador A1, y se eluye la proteína en 10 mL de amortiguador B1 

(50 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol) bombeando a un flujo de 1 mL/min. 

Como alternativa, se agrega un paso adicional de lavado previo a la elución con 15 mL de 

amortiguador W (50 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl, 50 mM imidazol).  
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3.3.8.2. Purificación por IMAC en FPLC 

Se carga la fracción filtrada en una columna pre-empacada HiTrap IMAC HP de 5 mL 

(Cytiva, #17092005), previamente equilibrada con amortiguador A1, utilizando una bomba 

peristáltica a un flujo de 2 mL/min. Se recoge el percolado y se conecta a un sistema de 

cromatografía AKTA Pure 25 (Cytiva) y se purifica realizando una FPLC. Se realiza un 

primer lavado con 3 CV de amortiguador A1, seguido de un segundo lavado con 3 CV de 

6,3% de amortiguador B1 para una concentración de 50 mM de imidazol, ambos a un flujo 

de 1 mL/min. Se eluye en un gradiente de 15 CV desde 6,3 a 100% de amortiguador B1, a 

un flujo de 1 mL/min.  

3.3.9. Purificación del zimógeno de RgpB por IEX 

Previo a la digestión con TEVp, se realiza un cambio de amortiguador del eluido de la 

primera IMAC con una columna HiPrep 26/10 Desalting (Cytiva, #17508701) al 

amortiguador de unión (50 mM Tris pH 8, 10 mM NaCl). Se inyecta la muestra en un sistema 

de cromatografía AKTA Pure 25 y se purifica utilizando una columna MonoQ 5/50 GL 

(Cytiva, #17516601). Se colecta el percolado y se realiza una primera elución en un gradiente 

de 0 a 50% de amortiguador de elución (50 mM Tris pH 8, 1 M NaCl), y finalmente a 100%. 

Se analizan las fracciones obtenidas de la purificación por SDS-PAGE. 

3.3.10. Expresión y purificación de la proteasa TEV 

Se transforman E. coli Rosetta quimiocompetentes por choque térmico con el plásmido 

p7_TEVdt, para la expresión de la TEVp fusionada a las etiquetas 6xHis y StrepTagII. Se 

seleccionan al azar cinco colonias transformadas para inocular 50 mL de medio LB 

suplementado con ampicilina y cloranfenicol, y se incuba ON a 37°C y 220 rpm. Se realizan 

cultivos de 1 L de medio 2YT suplementado con ampicilina y cloranfenicol en matraces de 

5 L, inoculando con 20 mL del precultivo crecido, y se incuban a 37°C y 220 rpm. Al alcanzar 

una OD600 de entre 0,8 y 1, se induce la expresión con 1 mM de IPTG y se incuba ON a 20°C 

y 220 rpm. Se recuperan las células por centrifugación a 4000 g y 4°C por 30 min. Se 

resuspende el pellet celular en amortiguador de lisis (50 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM 

PMSF, 0,5 mg/mL lisozima), utilizando 10 mL por cada gramo de pellet, y se congela a -

80°C hasta el inicio de la purificación.  
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Se descongela la suspensión celular y se agregan 2,5 UI/mL de DNAsa y 10 mM de MgSO4, 

incubando 15 min. Se lisan por sonicación y se centrifuga a 30000 g y 4°C por 30 min. Se 

filtra la fracción soluble utilizando un filtro de 0,45 µm (Sartorius) y se carga en una columna 

pre-empacada HiTrap IMAC HP de 5 mL previamente equilibrada en amortiguador A2 (50 

mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol) con un flujo de 2 mL/min. Se realiza un 

lavado con 5 CV de amortiguador A2 y se eluye en un gradiente de 15 CV desde 0 a 100% 

de amortiguador B2 (50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol). Finalmente, la 

proteína eluida se dializa contra un amortiguador de diálisis 2 (50 mM Tris pH 8, 150 mM 

NaCl, 2 mM DTT), se analiza la pureza por SDS-PAGE y se alícuota de a 500 µL en tubos 

de microcentrífuga. Se almacenan a -80°C hasta su uso. 

3.3.11. Activación de RgpB por digestión con TEVp y posterior purificación 

Se realiza la digestión de la Pro-RgpB purificada con la TEVp, agregando 1 mg de la proteasa 

por cada 10 mg de proteínas totales presentes la fracción, estimando la concentración de 

proteínas por absorbancia a 280 nm. Se agregan 2 mM de DTT y se incuba durante 30 min a 

temperatura ambiente. Luego, se dializa utilizando una membrana de 3,5 kDa SnakeSkin 

3.5K MWCO (Thermo Fisher Scientific), contra un amortiguador de diálisis 1 (50 mM Tris 

pH 8, 300 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 2 mM DTT), incubando ON, en agitación a 4°C. 

Se recupera la fracción dializada y se realiza una segunda purificación por IMAC, agregando 

1 mL de resina de afinidad Ni Sepharose HP y se incuba por 30 min a temperatura 

ambiente. Se vierte la fracción en una columna de purificación abierta y se recoge el 

percolado, donde se encuentra la RgpB activada, bombeando a un flujo de 2 mL/min. Se 

eluye el propéptido y la TEVp en 10 mL de amortiguador B1, bombeando a un flujo de 2 

mL/min. 

Las fracciones obtenidas de cada estrategia de purificación evaluada se analizan por SDS-

PAGE, se recortan las bandas con el peso molecular correspondiente a la RgpB recombinante 

y se confirma su identidad por espectrometría de masas en un espectrómetro Orbitrap 

Exploris™ 240 Mass Spectrometer asociado a un nano-HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher 

Scientific), operado por personal de la Unidad de Bioquímica y Proteómica Analítica del 

IPMon. 
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3.3.12. Purificación de RgpB por cromatografía de afinidad a benzamidina 

Se realiza una cromatografía de afinidad a benzamidina de la RgpB purificada por dos IMAC. 

Para ello, se diluye el percolado de la segunda IMAC en amortiguador de unión para reducir 

la fuerza iónica a 100 mM de NaCl. Se agregan 500 µL de resina de afinidad Benzamidine 

Sepharose 4 Fast Flow (High Sub) (Cytiva, #17512310) a la fracción y se incuban por 30 

min a temperatura ambiente. Se vierte la fracción en una columna de purificación abierta y 

se deja eluir por gravedad, realizando luego un lavado con 5 mL de amortiguador Tris (50 

mM Tris pH 8, 5 mM CaCl2).  

Se realizan dos eluciones agregando, en cada una, 1 mL de amortiguador Bis-Tris (50 mM 

Bis-Tris pH 6, 5 mM CaCl2). Se repiten las eluciones con amortiguador acetato (50 mM 

acetato de sodio pH 4,25, 5 mM CaCl2) y luego con amortiguador glicina (50 mM glicina pH 

3, 5 mM CaCl2). Se concentran las fracciones obtenidas por ultrafiltración utilizando 

columnas Amicon® Ultra – 0.5 mL Ultracel 3K (Merck) y se analizan por SDS-PAGE. 

3.3.13. Cultivo de células S2 

Se descongela un vial de células S2 previamente adaptadas al crecimiento sin suero fetal 

bovino por el Laboratorio de Inmunovirología del IPMon. En condiciones de esterilidad, se 

colocan en 10 mL de medio Insect-XPRESS suplementado con penicilina 50 UI/mL y 

estreptomicina 50 µg/mL, y se centrifugan a 200 g por 5 min a temperatura ambiente, para 

retirar el DMSO utilizado en el congelado. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el 

pellet celular en 1 mL del medio cultivo. Se realiza un recuento en cámara de Neubauer, 

utilizando azul de Tripán 0,05% para determinar la cantidad y viabilidad celular. Se agregan 

4 mL del medio de cultivo, para una densidad celular de 4x106 células/mL y se colocan en 

una botella de cultivo T25. Se incuba a 28°C por 72 h.  

Se realizan pasajes para mantener una densidad celular de entre 5 y 7x106 células/mL, 

utilizando parte del medio condicionado además de medio fresco, primero a una botella T75 

y finalmente a una T150. Al alcanzar 20 mL de cultivo con dicha densidad celular, se realiza 

un pasaje a un matraz de 100 mL y se incuba a 28°C y 100 rpm por 72 h. 
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3.3.14. Expresión de RgpB recombinante en S2 

Para la obtención de una línea celular productora de Pro-RgpB, se realiza una transfección 

estable. Para ello, se cultivan células S2 a una densidad de 5x106 células/mL en medio Insect-

XPRESS suplementado con penicilina y estreptomicina, y se incuba a 28°C y 100 rpm por 

24 h.  

Se centrifugan las células a 200 g por 5 min a temperatura ambiente y se resuspenden en 400 

µL de MaxCyte electroporation buffer (Cytiva) para una densidad de 1x108 células/mL. Se 

realiza una co-transfección de los plásmidos pRgpB_S2 y pCoPuro en una relación 2:1, 

agregando 160 y 80 µg, respectivamente, y se electroporan siguiendo el protocolo del 

fabricante en un electroporador ExPERT STx™ de MaxCyte (EE. UU.). Se realiza una co-

transfección control con el plásmido pCTRL, que codifica para una proteína previamente 

expresada en S2 y pCoPuro en una relación 2:1.  

Posteriormente, se agregan 20 µL de DNAsa 5 UI/µL y 400 µL del medio de cultivo a las 

células transfectadas y se transfieren a matraces, incubando por 40 min a 28°C. Se agregan 

17 mL del medio de cultivo y se incuban durante 1 h a 28°C. Se transfieren 2 mL de cultivo 

a una placa de 6 pocillos para un posterior control de viabilidad celular y se incuban junto a 

los matraces a 28°C y 100 rpm por 72 h.  

Luego, se inicia el proceso de selección en los matraces con medio Insect-XPRESS 

suplementado con penicilina 50 UI/mL, estreptomicina 50 µg/mL y puromicina 6 µg/mL, 

incubando a 28°C y 100 rpm por 72 h. Finalmente, se induce la expresión a una densidad de 

5x106 células/mL con 5 µM CdCl2. Se toman muestras del sobrenadante a 24, 48 y 96 h post-

inducción y se analiza la expresión de la Pro-RgpB por Western blot. 

3.3.15. Western blot 

Se realiza una SDS-PAGE desnaturalizante utilizando acrilamida al 12%, del sobrenadante 

obtenido del cultivo inducido, utilizando como control positivo el cultivo transfectado con el 

plásmido control, y como control negativo uno sin transfectar. Luego, se realiza una 

transferencia húmeda de proteínas a una membrana de nitrocelulosa Amersham Protran 

Premium 0.45 µm NC (Cytiva) a una corriente constante de 50 mA, ON a 4°C.  
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Se bloquea la membrana durante 2 h a 37ºC con amortiguador de bloqueo (3% BSA, 0,05% 

Tween 20, en PBS 1X). Se realizan tres lavados con PBS-T (0,1% Tween en PBS 1X) por 5 

minutos a 200 rpm, y se agregan 20 mL de PBS-T con 20 µL de BioLock Biotin blocking 

solution de IBA Lifesciences (Alemania), y se incuba por 10 min a 100 rpm. Esta solución 

contiene avidina, que se une a biotina o a proteínas biotiniladas presentes en las muestras, 

permitiendo evitar señales inespecíficas al ser reconocidas por el conjugado Strep-Tactin 

HRP (IBA Lifesciences).  

Se añaden 20 mL de PBS-T con 20 µL de Strep-Tactin HRP 10 µg/mL en amortiguador de 

enzima (0,2% BSA, 0,1% Tween en PBS 1X), para una concentración final del conjugado de 

10 ng/mL. Se incuba la membrana por 1 h y se realizan dos lavados con PBS-T por 1 min a 

200 rpm, seguidos de dos lavados con PBS en las mismas condiciones. Se realiza el revelado 

con el kit SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, 

#34577) y se visualiza en el fotodocumentador AMERSHAM ImageQuant 800 (Cytiva). 

3.3.16. Cuantificación de RgpB 

Para la cuantificación de la RgpB se utilizan el método de Bradford y la medida de la 

absorbancia a 280 nm. El método de Bradford se basa en la tinción de proteínas de una 

muestra por el Azul de Coomassie G-250, revelando a 595 nm (115). En una placa de 96 

pocillos, se agregan 250 µL de Bradford Protein Assay Reagent (Thermo Fischer Scientific) 

y 5 µL de muestra. Se incuban por 5 min a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 

595 nm. Se realiza una curva de calibración utilizando Albumin Standard (Thermo Fischer 

Scientific). 

La cuantificación por la medida de absorbancia a 280 nm se realiza en un espectrofotómetro 

Cary Eclipse Fluorescence Spectrometer (Agilent), utilizando el coeficiente de extinción 

molar de la RgpB de 49850 M-1cm-1 calculado por la herramienta ProtParam (116) a partir 

de la secuencia aminoacídica.  

Se determina la proporción de RgpB presente en la muestra por densitometría de las proteínas 

presentes en la SDS-PAGE utilizando el software ImageJ, siguiendo el protocolo de análisis 

de geles en una dimensión (117).  
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3.3.17. Determinación de la actividad  

Se determina la actividad de la RgpB producida mediante un ensayo fluorométrico, basado 

en la hidrólisis del sustrato peptídico carboxibencil-glicil-glicil-L-arginil-7-amido-4-

metilcumarina (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) de Bachem (Suiza). Para ello, se adaptan los ensayos 

de actividad descritos por Potempa y Nguyen (54), y Veillard y colaboradores (71).  

En una placa negra de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific), se agregan 100 µL de 

amortiguador de actividad 2X (200 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) suplementado con 2 de 

DTT o β-mercaptoetanol, o 20 mM de L-cisteína, para evaluar el efecto de diferentes agentes 

reductores, y 5 mM de CaCl2. Se agregan 50 µL RgpB 4X para concentraciones finales de 1, 

5, 10, 20 y 50 nM. Como control positivo, se agregan 50 µL de tripsina 4X para una 

concentración final de 0,6 nM, y 100 µL de amortiguador de unión. Como blanco se utilizan 

150 µL de amortiguador de actividad.  

Se incuba la placa 10 min a 37°C y se agregan 50 µL de sustrato 4X para una concentración 

final 5 µM en el pocillo. Se registran las unidades de fluorescencia relativas (RFU) de AMC 

a 460 nm, generadas por la hidrólisis del sustrato por RgpB durante 1 h a 37°C, con una 

longitud de onda de excitación de 380 nm. Las mediciones se realizan en el lector de 

microplacas multimodo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific).  

3.3.18. Cribado de compuestos inhibidores  

Se realiza una búsqueda de potenciales compuestos inhibidores utilizando el software 

Chemfinder, a partir de subestructuras identificadas en inhibidores patentados para RgpA, 

RgpB y Kgp (82, 83). La búsqueda de compuestos que presenten las subestructuras 

seleccionadas, se realiza en la quimioteca del Laboratorio de Biología Redox de 

Tripanosomátidos, determinando un porcentaje de similitud del 90%, indicando que los 

fragmentos ingresados pueden superponerse como parte de estructuras más complejas, y que 

pueden estar presentes fragmentos adicionales en la molécula. 
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4. Resultados y discusión 

4.1. Expresión de RgpB recombinante 

4.1.1. Expresión de Pro-RgpB en E. coli 

En el presente trabajo, se expresó la RgpB recombinante en la cepa de E. coli Rosetta como 

parte de una construcción inactiva, diseñada para activarse luego del tratamiento con la 

proteasa TEV, de forma de evitar posibles problemas de toxicidad asociados a su actividad 

proteolítica. A su vez, se expresó fusionada a Trx con el objetivo de aumentar la solubilidad 

de la gingipaína. 

La elección de la cepa E. coli Rosetta para la expresión de la RgpB se basa en la experiencia 

positiva del Laboratorio de Inmunovirología en la expresión de proteasas recombinantes 

utilizando esta cepa. Se caracteriza por ser una derivada de la cepa BL21, diseñada para 

mejorar la expresión de proteínas eucariotas que contienen codones que rara vez se utilizan 

en E. coli. Los codones están codificados en el plásmido pRARE, que confiere resistencia a 

cloranfenicol. Por esta razón, no se optimiza el constructo para el uso de codones de E. coli.  

Al expresar la Pro-RgpB en medio TB, se obtuvieron aproximadamente 8 g de pellet 

bacteriano húmedo en 500 mL de cultivo (16 g/L), mientras que la expresión en medio de 

autoinducción alcanzó un rendimiento de 1,2 g de pellet húmedo en 50 mL de medio (24 

g/L). Para evaluar la expresión de la gingipaína, se lisó el pellet bacteriano y se analizaron 

por SDS-PAGE las fracciones de proteínas totales, insolubles y solubles de los extractos 

obtenidos al expresar la RgpB recombinante en medio TB por 4 h a 37°C y ON a 20°C, 

inducidos con 0,1 mM de IPTG (Figura 4.1).  
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Figura 4.1. Evaluación del efecto de la temperatura en la expresión de RgpB por SDS-PAGE. 
T, proteínas totales; P, proteínas insolubles o pellet; S, proteínas solubles. MPM, marcador de peso 
molecular. 

Se observa una banda intensa de aproximadamente 85 kDa en la fracción de proteínas totales 

de ambas condiciones evaluadas, correspondiente al peso molecular de la Pro-RgpB. Para la 

proteína expresada a 37°C, se visualiza la presencia de dicha banda en la fracción insoluble, 

estando ausente en la fracción soluble. Sin embargo, al expresar la gingipaína a 20°C, se 

observa la banda de 85 kDa en la fracción soluble, si bien la mayor parte de la proteína 

parecería estar presente en la fracción insoluble.  

Este resultado indica que la temperatura de inducción elegida para la expresión de la RgpB 

afecta la solubilidad de la proteína. Esto es consistente con las características de la producción 

de proteínas recombinantes en E. coli, donde la reducción de la temperatura de expresión de 

37°C a temperaturas entre 15 y 25°C tiende a mejorar la solubilidad de las proteínas 

recombinantes (118). A temperaturas más bajas, los procesos celulares se ralentizan, lo que 

conduce a una disminución en las tasas de transcripción, traducción y división celular, 

favoreciendo una reducción en la agregación de proteínas (119, 120). Además, al disminuir 

la temperatura, la velocidad de reacción de las enzimas disminuye (121). Se ha observado 

que el zimógeno de RgpB tiene una actividad catalítica nula o baja, con una kcat/KM 80 veces 

menor que la proteína madura (51, 103). La disminución de la temperatura podría reducir la 
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actividad catalítica residual de la gingipaína expresada, causando una menor agregación de 

la proteína como respuesta a una menor toxicidad para la bacteria. 

A partir de este resultado, se optó por continuar expresando la RgpB a 20°C, y evaluar el 

efecto de la concentración de inductor en la expresión. En la Figura 4.2, se presenta una SDS-

PAGE comparando las fracciones de proteínas totales, insolubles y solubles de los extractos 

obtenidos al inducir la expresión con 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 y 1 mM de IPTG o en el medio de 

Autoinducción. 

 

Figura 4.2. Evaluación del efecto de la concentración de inductor en la expresión de RgpB por 
SDS-PAGE. T, proteínas totales; P, proteínas insolubles o pellet; S, proteínas solubles. MPM, 
marcador de peso molecular. 

La banda de 85 kDa concordante con el peso molecular de la Pro-RgpB se observa en todas 

las fracciones, para las seis condiciones evaluadas. Destaca como la proteína se encuentra 

mayoritariamente en la fracción insoluble para todas las condiciones, pudiendo observarse la 

mayor proporción en la fracción soluble cuando se indujo con 0,2 y 0,3 mM de IPTG. 

La concentración de inductor utilizada para la expresión, puede impactar en la cantidad de 

proteína producida y de proteína soluble recuperada (122). Si bien la cantidad de proteína 

expresada puede aumentar a mayor concentración de IPTG, este efecto no es regulable en 

cepas de E. coli como Rosetta, por el transporte activo del inductor hacia el interior celular, 

a través del transportador de lactosa LacY. El promotor T7 solamente puede ser regulado por 

la concentración de IPTG en cepas como la Tuner (DE3), la cual deriva de la cepa de 
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expresión BL21 (DE3) y contiene una mutación en el gen lacY, para permitir la captación del 

inductor únicamente por difusión pasiva. Esto permite ajustar con precisión el nivel de 

inducción y promover, en algunos casos, la producción de proteína soluble (123). Esto 

explicaría por qué no se obtiene una clara tendencia en la cantidad de Pro-RgpB expresada, 

a medida que aumenta la concentración del inductor. 

La concentración de IPTG suele ser un parámetro que requiere ponerse a punto para la 

expresión de una proteína recombinante. Si bien se suelen utilizar concentraciones de 

inductor altas, como 1 mM, para que se encuentre en exceso respecto a la cantidad de células 

en el medio de cultivo, existen proteínas que alcanzan mejores rendimientos de proteína 

soluble al reducir la concentración de IPTG entre 0,1 y 0,5 mM (124–126). Considerando el 

resultado obtenido al inducir la expresión con 0,1 mM de IPTG, se evaluaron diferentes 

concentraciones del inductor, con el objetivo de obtener un rango que permita alcanzar un 

buen rendimiento de la Pro-RgpB soluble. Al inducir con 0,2 y 0,3 mM de IPTG, se logra 

aumentar la proporción de proteína soluble obtenida, respecto a la inducción inicial con 0,1 

mM. 

Cuando se utilizó la estrategia de autoinducción con el medio desarrollado por Studier (114), 

se observa una banda de 85 kDa muy estrecha en la fracción de proteínas solubles, estando 

presente mayoritariamente en la fracción insoluble. Esta estrategia se basa en la 

metabolización diferencial de los azúcares presentes en el medio ZYM-5052 para inducir la 

expresión. La glucosa se metaboliza preferentemente en la proliferación celular, permitiendo 

alcanzar una alta densidad celular y evitando la absorción de lactosa hasta su agotamiento, 

generalmente en la fase logarítmica media o tardía del crecimiento. Cuando comienza a 

absorberse la lactosa, la enzima β-galactosidasa la convierte en el inductor alolactosa, que 

provoca la liberación del represor lac e induce la expresión de la ARN polimerasa T7 a partir 

del promotor lacUV5, y desbloquea el promotor T7lac, lo que permite la expresión de RgpB. 

Dado que la lactosa no es una fuente de carbono eficiente para la producción continua de 

proteína luego de la autoinducción, el medio incluye glicerol, que favorece un crecimiento a 

alta densidad sin interferir con la expresión.  

La expresión de proteínas recombinantes en un medio de autoinducción puede beneficiar la 

solubilidad, ya que esta estrategia parecería tener un menor impacto en la agregación de las 



 

 48 

proteínas mal plegadas respecto a la inducción con IPTG (122). Sin embargo, al expresar la 

Pro-RgpB en ZYM-5052 se obtuvo una menor proporción de proteína soluble que al inducir 

con IPTG. Esto podría deberse a la reportada toxicidad de las gingipaínas para E. coli. El 

aumento del tiempo de incubación de 16 a 48 h, podría haber promovido la agregación de la 

proteína expresada, formando cuerpos de inclusión para reducir la toxicidad a la célula 

huésped. A su vez, el medio ZYM-5052 puede ser un buen punto de partida para la expresión 

de proteínas por autoinducción, pero las concentraciones de glucosa, lactosa y glicerol 

requieren de optimización para obtener la mayor cantidad de proteína soluble (122, 127).   

En base a estos resultados, se selecciona la expresión a 20°C en medio TB inducido con 0,2 

mM de IPTG como la condición que otorgó la mayor proporción de proteína expresada en la 

fracción soluble. 

La expresión soluble de la Pro-RgpB es un punto que podría continuar optimizándose, ya que 

al observar la Figura 4.2, la mayor proporción de proteína expresada se encuentra en la 

fracción insoluble, para todas las condiciones evaluadas. Una posible alternativa para mejorar 

la solubilidad podría ser evaluar la fusión a distintas proteínas solubilizadoras, utilizando la 

batería de vectores para E. coli desarrollada por Ortega y colaboradores (96), que permite 

evaluar de forma sencilla la expresión de una proteína recombinante con cinco proteínas que 

mejoran la solubilidad (SUMO, DsbC, MBP, CelD o GST) además de la fusión a Trx ya 

evaluada.  

4.1.2. Expresión de Pro-RgpB en S2 

Tomando en consideración los desafíos reportados de la expresión de gingipaínas en E. coli, 

especialmente la potencial toxicidad como una limitante, se exploró la posibilidad de 

producir la RgpB en la línea celular S2, un sistema de expresión eucariota proveniente de 

Drosophila melanogaster, capaz de secretar la proteína recombinante. Para ello, se expresó 

la gingipaína como parte de una construcción inactiva, diseñada para activarse luego del corte 

con la proteasa TEV. Se incluye en el extremo N-terminal, la señal de exportación BiP para 

la expresión extracelular de la proteína, para facilitar su posterior purificación del 

sobrenadante del cultivo y limitar potenciales problemas de toxicidad por acumulación en el 

interior celular. 
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En la Figura 4.3 se presenta un Western blot evaluando la expresión de la Pro-RgpB a las 24, 

48 y 96 h de la inducción del cultivo, utilizando el conjugado Strep-Tactin HRP el cual 

consiste en una estreptavidina ingenierizada para la unión específica a los péptidos 

StrepTagII y Twin-Strep-tag, conjugada a la peroxidasa de rábano. Esta etiqueta de 

afinidad permite la detección de proteínas que poseen estas etiquetas, como la Pro-RgpB y 

la proteína utilizada como control de la expresión. 

Se observa la presencia de una banda de aproximadamente 90 kDa en los sobrenadantes 

obtenidos del cultivo luego de 24, 48 y 96 h de inducida la expresión, pudiendo apreciarse 

un aumento en la cantidad de proteína con el paso de los días. En el sobrenadante de células 

transfectadas con el pCTRL, que expresan el dominio de unión al receptor de la proteína Env 

del virus de la leucemia bovina de 21 kDa, se distingue la presencia de tres bandas de entre 

15 y 25 kDa. No se observan bandas en el carril correspondiente al sobrenadante de células 

sin transfectar. 

 

Figura 4.3. Evaluación de la expresión de RgpB en S2 mediante Western blot. pRgpB_S2, 
sobrenadante de células transfectadas con el plásmido pRgpB_S2 pasadas 24, 48 y 96 h de la 
inducción. pCTRL, sobrenadante de células transfectadas con plásmido control, 48 h post-inducción. 
NT, sobrenadante de células no transfectadas. MPM, marcador de peso molecular. 

La Pro-RgpB expresada parecería tener un peso molecular mayor al esperado, de 

aproximadamente 90 en lugar de 77 kDa. Esto podría explicarse por la glicosilación de la 

proteína expresada, ya que las S2 son capaces de realizar tanto N-glicosilación en residuos 
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de arginina, como O-glicosilación en residuos de serina y treonina. La glicosilación 

disminuye la migración de las glicoproteínas en una SDS-PAGE, por la pobre interacción de 

los glicanos con el SDS, lo que resulta en un mayor peso molecular aparente (128). Para 

confirmar esto, se podría desglicosilar la proteína y analizar si su peso molecular disminuye 

en un Western blot. 

Durante la expresión de la Pro-RgpB, se observa un aumento progresivo en la intensidad de 

la banda con el paso de los días, lo que sugiere que extender el tiempo de incubación hasta 

una semana podría incrementar la cantidad de proteína producida, contribuyendo a mejorar 

el rendimiento de la expresión en este sistema. De hecho, el tiempo de expresión de una 

proteína recombinante en células S2 es un parámetro a optimizar. Se ha observado que 

algunas proteínas producidas en este sistema, como la proteína control, alcanzan altos niveles 

de expresión ya a las 48 h post-inducción (109). Sin embargo, otras requieren períodos más 

prolongados, siendo necesario incubar los cultivos por hasta una semana para obtener 

cantidades adecuadas para su uso posterior (108, 110).  

De todas formas, se debería confirmar que la proteína expresada corresponde efectivamente 

la Pro-RgpB y si es activa. Para ello, se podría realizar una identificación por espectrometría 

de masas. Posteriormente, se debería purificar a partir del sobrenadante para evaluar el 

rendimiento final del proceso, y evaluar la actividad catalítica de la RgpB obtenida.  

4.2. Purificación de RgpB expresada en E. coli 

4.2.1. Purificación por dos IMAC 

Para la purificación de la RgpB producida en E. coli, se diseñó una estrategia inicial a partir 

de la fracción de proteínas solubles obtenida (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Esquema de la estrategia de purificación inicial por dos IMAC. Representación 
realizada con BioRender.  

Se realizó un primer paso de purificación por IMAC, la cual se basa en la interacción 

específica de una cadena de polihistidinas y cationes metálicos como el níquel. Los iones 

metálicos están unidos a ligandos quelantes, que a su vez se encuentran unidos 

covalentemente a una matriz polimérica insoluble. Este método permite separar proteínas 

con una etiqueta de afinidad de histidinas (6xHis), como el incorporado en la construcción 

de la Pro-RgpB, debido a la interacción de los residuos de histidina con los cationes de níquel 

inmovilizados, mientras que otras proteínas sin la etiqueta o con baja afinidad por el níquel, 

fluyen a través de la columna. Un paso de lavado posterior ayuda a eliminar las proteínas 

unidas de forma no específica, y el agregado de un amortiguador con alta concentración de 

imidazol, que actúa como un agente de desplazamiento compitiendo con los residuos de 

histidina por la interacción con el níquel, permite eluir la proteína de interés. 

La obtención de la RgpB recombinante activa requiere un corte proteolítico utilizando la 

proteasa TEV, con el fin de separar el propéptido y la proteína de fusión, del dominio 

catalítico. Para ello, se expresó y purificó una TEVp que contiene un StrepTagII seguido 

de una etiqueta 6xHis, de acuerdo con el trabajo de Dalla Rizza y colaboradores (112). Se 

realizó la digestión de la Pro-RgpB agregando 1 mg de TEVp por cada 10 mg de proteínas 

totales en el eluido de la primera IMAC, incubando primero a temperatura ambiente y luego 

a 4°C durante una diálisis para disminuir la concentración de imidazol a menos de 10 mM. 

Finalmente, se realizó un segundo paso de purificación por IMAC esperando retener el 

propéptido y la TEVp en la columna, y obtener la RgpB en el percolado. En la Figura 4.5 se 

presenta una SDS-PAGE evaluando la purificación de la RgpB por dos IMAC. 
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Figura 4.5. Evaluación de la primera estrategia de purificación por SDS-PAGE. Se muestran las 
fracciones antes y después de inducir la expresión de la Pro-RgpB, las fracciones soluble e insoluble 
obtenidas luego de la lisis bacteriana, las fracciones de la IMAC 1 (percolado, lavado y eluido), la 
fracción dializada, la TEVp, y las fracciones de la IMAC 2 (percolado y eluido). Se indican en rojo 
las bandas analizadas por espectrometría de masas. MPM, marcador de peso molecular. 

En el eluido de la primera IMAC destaca una banda de aproximadamente 85 kDa, 

concordante con el peso molecular de la Pro-RgpB (85,5 kDa). Se observa como en la 

fracción dializada luego del agregado de la TEVp, se reduce la intensidad de la banda, y 

aparecen dos bandas de aproximadamente 50 y 40 kDa, consistentes con los tamaños de la 

RgpB (48 kDa) y el propéptido (37,5 kDa), respectivamente. En el percolado de la segunda 

IMAC no se observa la banda de 40 kDa, la cual sí está presente en el eluido. Mientras que 

la banda de 50 kDa, se encuentra tanto en el percolado como en el eluido de la segunda 

cromatografía.  

Para corroborar la correcta expresión y purificación de la Pro-RgpB en el eluido de la primera 

IMAC, así como también confirmar que la proteasa TEV cortó en el sitio previsto, 

permitiendo separar la RgpB del resto de la construcción, se realizó un análisis mediante 

espectrometría de masa de las bandas indicadas en la Figura 4.5. Se obtuvo una cobertura de 

87% para la Pro-RgpB, de 59% para la RgpB y de 79% para la fusión Pro (Figura 4.6). Se 

observa como la cobertura del propéptido termina en la Gln343 y la cobertura de RgpB 

comienza en la S344, exactamente en el sitio de corte de la TEVp. En base a estos resultados, 
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se confirma la expresión de la RgpB en E. coli y su obtención en el percolado de la segunda 

IMAC al final de la purificación. 

Sin embargo, se evidencia a la RgpB en el eluido de la IMAC 2. No se esperaba que la RgpB 

interaccione con la resina de afinidad en la segunda IMAC, como la etiqueta 6xHis se 

encuentra fusionado únicamente al propéptido. Por lo que, la presencia de la gingipaína en el 

eluido de la IMAC 2 podría explicarse por la interacción entre la RgpB y el propéptido, aún 

después del corte con la TEVp. Se ha reportado que la Ki del par enzima-propéptido es de 

6,2 nM, con un 16% de la superficie total del propéptido involucrada en la interacción entre 

estos dominios. Se han identificado 82 interacciones individuales entre la RgpB y su 

propéptido incluyendo tres puentes salinos, una interacción proteína-metal, veintiún puentes 

de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas entre once residuos del propéptido y trece del 

dominio catalítico (64). Por lo tanto, la fuerte interacción entre los dominios podría ser 

suficiente para provocar que la RgpB quede retenida en la columna, por su interacción 

indirecta con la matriz, mediada por el propéptido.  
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A  
>Pro-RgpB | 779 bp | Coverage: 676/779 = 0.87  
MRGSHHHHHHGSSGMSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEI 060 
ADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDA 120 
NLAGSGSGSENLYGPLGSQPAERGRNPQVRLLSAEQSMSKVQFRMDNLQFTGVQTSKGVA 180 
QVPTFTEGVNISEKGTPILPILSRSLAVSETRAMKVEVVSSKFIEKKDVLIAPSKGVISR 240 
AENPDQIPYVYGQSYNEDKFFPGEIATLSDPFILRDVRGQVVNFAPLQYNPVTKTLRIYT 300 
EIVVAVSETAEAGQNTISLVKNSTFTGFEDIYKSVFMENLYFQSYTPVEEKENGRMIVIV 360 
AKKYEGDIKDFVDWKNQRGLRTEVKVAEDIASPVTANAIQQFVKQEYEKEGNDLTYVLLV 420 
GDHKDIPAKITPGIKSDQVYGQIVGNDHYNEVFIGRFSCESKEDLKTQIDRTIHYERNIT 480 
TEDKWLGQALCIASAEGGPSADNGESDIQHENVIANLLTQYGYTKIIKCYDPGVTPKNII 540 
DAFNGGISLVNYTGHGSETAWGTSHFGTTHVKQLTNSNQLPFIFDVACVNGDFLFSMPCF 600 
AEALMRAQKDGKPTGTVAIIASTIDQYWAPPMRGQDEMNEILCEKHPNNIKRTFGGVTMN 660 
GMFAMVEKYKKDGENMLDTWTVFGDPSLLVRTLVPTEMQVTAPANISASAQTFEVACDYN 720 
GAIATLSDDGDMVGTAIVKDGKAIIKLNESIADETNLTLTVVGYNKVTVIKDVKVEGTS 

B 
>RgpB | 436 bp | Coverage: 258/436 = 0.59 
SYTPVEEKENGRMIVIVAKKYEGDIKDFVDWKNQRGLRTEVKVAEDIASPVTANAIQQFV 060 
KQEYEKEGNDLTYVLLVGDHKDIPAKITPGIKSDQVYGQIVGNDHYNEVFIGRFSCESKE 120 
DLKTQIDRTIHYERNITTEDKWLGQALCIASAEGGPSADNGESDIQHENVIANLLTQYGY 180 
TKIIKCYDPGVTPKNIIDAFNGGISLVNYTGHGSETAWGTSHFGTTHVKQLTNSNQLPFI 240 
FDVACVNGDFLFSMPCFAEALMRAQKDGKPTGTVAIIASTIDQYWAPPMRGQDEMNEILC 300 
EKHPNNIKRTFGGVTMNGMFAMVEKYKKDGENMLDTWTVFGDPSLLVRTLVPTEMQVTAP 360 
ANISASAQTFEVACDYNGAIATLSDDGDMVGTAIVKDGKAIIKLNESIADETNLTLTVVG 420 
YNKVTVIKDVKVEGTS 

C 
>Pro | 343 bp | Coverage: 271/343 = 0.79 
MRGSHHHHHHGSSGMSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEI 060 
ADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDA 120 
NLAGSGSGSENLYGPLGSQPAERGRNPQVRLLSAEQSMSKVQFRMDNLQFTGVQTSKGVA 180 
QVPTFTEGVNISEKGTPILPILSRSLAVSETRAMKVEVVSSKFIEKKDVLIAPSKGVISR 240 
AENPDQIPYVYGQSYNEDKFFPGEIATLSDPFILRDVRGQVVNFAPLQYNPVTKTLRIYT 300 
EIVVAVSETAEAGQNTISLVKNSTFTGFEDIYKSVFMENLYFQ 

Figura 4.6. Identificación de proteínas por espectrometría de masas. Los péptidos identificados 
se señalan en azul. Se indica subrayado el sitio de corte de la TEVp A. Pro-RgpB. B. RgpB. C. Pro. 

4.2.2. Alternativas de purificación por dos IMAC 

Si bien se obtuvo la RgpB al final de la purificación inicial, la presencia de varias proteínas 

contaminantes en la muestra llevó a modificar la estrategia de purificación, con el objetivo 

de incrementar la pureza de la RgpB obtenida. En la Figura 4.7 se esquematizan las dos 

modificaciones evaluadas en la purificación por dos IMAC. 
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Figura 4.7. Esquema de las estrategias alternativas de purificación por dos IMAC. Se evidencian 
en rojo las modificaciones a la estrategia inicial. A. Purificación con lavado adicional en IMAC 1, en 
batch. B. Purificación con lavado adicional y elución en gradiente en IMAC 1, en sistema FPLC. 
Representación realizada con BioRender.  

Por un lado, se incluyó un lavado adicional con 50 mM de imidazol a la purificación en batch. 

Mientras que, por otro lado, se sustituyó la resina de afinidad de la IMAC 1, por una columna 

pre-empacada HiTrap IMAC HP. Con esta columna se realizó la purificación en un equipo 

de FPLC AKTA pure 25, con un flujo de 1 mL/min y detección en línea a 280 nm. Se 

incorpora el lavado con 50 mM de imidazol y se eluye en un gradiente hasta alcanzar 500 

mM.  

En la Figura 4.8 se presenta el cromatograma obtenido de la purificación en FPLC. Se 

observa un único pico estrecho con una absorbancia a 280 nm máxima de aproximadamente 

5500 mAU, en la elución realizada en gradiente. Se recolectó este pico y se continuó la 

purificación, incubando con la TEVp y dializando para realizar posteriormente una segunda 

IMAC y obtener la RgpB en el percolado.  
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Figura 4.8. Cromatograma obtenido de la purificación de la Pro-RgpB por IMAC en FPLC. Se 
recolecta el pico eluido entre 142 y 148 mL. 

En la Figura 4.9 se presenta una SDS-PAGE comparando la RgpB obtenida al final de las 

purificaciones en batch y por FPLC. Se observa la banda correspondiente a la RgpB al final 

de ambas estrategias de purificación evaluadas. Si bien están presentes numerosas bandas de 

pesos moleculares distintos a la gingipaína en ambas muestras, destaca como la RgpB 

obtenida al purificar por IMAC en batch presenta una menor cantidad de proteínas 

contaminantes respecto a la primera purificación realizada (Figura 4.5). Al agregar un 

segundo lavado, con una mayor concentración de imidazol, se aumenta la competencia por 

la interacción con el níquel en la columna, logrando eluir aún más proteínas unidas de forma 

inespecífica, y obtener una mayor pureza al final de la purificación. 
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Figura 4.9. Comparación de RgpB obtenida en estrategias adicionales de purificación por dos 
IMAC, mediante SDS-PAGE. Batch, purificación por IMAC con resina de afinidad en batch. FPLC, 
purificación por IMAC en sistema FPLC. MPM, marcador de peso molecular. 

La purificación en un sistema FPLC presenta ventajas, como la posibilidad de eluir en un 

gradiente de concentración del amortiguador de elución, permitiendo remover proteínas que 

interaccionan con la matriz de forma inespecífica y recolectar la proteína de interés en base 

a los picos obtenidos en un cromatograma. Sin embargo, al realizar la primera IMAC con 

este sistema, se obtuvieron más proteínas contaminantes respecto a la purificación en batch. 

Esto podría explicarse por la cantidad de resina utilizada, ya que la columna pre-empacada 

era de 5 mL y de resina de afinidad en batch solo se utilizó 1 mL. Al utilizar más cantidad de 

resina, hay más superficie de interacción, pudiendo ocurrir más interacciones inespecíficas. 

Por esta razón, se mantiene el uso de la resina de afinidad en la primera IMAC, y se incorpora 

el lavado con 50 mM de imidazol, que permitió remover algunas proteínas contaminantes, 

pero no fue suficiente para obtener la proteína pura.  

4.2.3. Purificación de RgpB por afinidad a benzamidina 

La persistencia de proteínas contaminantes llevó a evaluar una cuarta estrategia de 

purificación de la RgpB, agregando un paso final de cromatografía de afinidad a benzamidina 

(Figura 4.10). 
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Figura 4.10. Esquema de la estrategia de purificación con una cromatografía de afinidad a 
benzamidina. Se evidencian en rojo las modificaciones a la segunda estrategia. Representación 
realizada con BioRender. 

La benzamidina es un inhibidor específico de proteasas como la tripsina, trombina y factor 

Xa, y se caracteriza por su fuerte interacción con el sitio activo. En esta técnica, se utiliza 

como ligando p-aminobenzamidina inmovilizada en una matriz polimérica insoluble. Al 

pasar una muestra que contiene proteasas con afinidad por benzamidina, se unen al ligando 

inmovilizado, permitiendo separarlas del resto de las proteínas presentes en la muestra. Tras 

un paso de lavado para eliminar proteínas unidas de forma inespecífica, se eluye la proteasa 

de interés usando un amortiguador con alta concentración de un competidor, como 

benzamidina libre, o modificando el pH (129). 

Dada la reportada afinidad de las gingipaínas por la benzamidina, se incluyó esta 

cromatografía como paso final de purificación, para lograr separarla de las proteínas 

contaminantes (54). Se optó por eluir acidificando el pH, utilizando amortiguadores con pH 

6; 4,25 y 3; al tener en cuenta que el punto isoeléctrico teórico de la RgpB expresada es 5,15. 

En la Figura 4.11 se presenta una SDS-PAGE evaluando la purificación de la RgpB por 

cromatografía de afinidad a benzamidina, luego de dos purificaciones por IMAC. Se observa 

la presencia de la RgpB en los eluidos 3 a 6, eluyendo a pH 4,25 y 3. Si bien en la fracción 

no unida a la resina se visualizan varias proteínas, en las últimas cuatro fracciones no 

solamente eluyó la RgpB, sino que se observan numerosas proteínas contaminantes, 

destacando como algunas se concentran respecto a la muestra de partida.  
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Figura 4.11. Evaluación de la purificación por cromatografía de afinidad a benzamidina 
mediante SDS-PAGE. Eluidos 1 y 2, en amortiguador Bis-Tris (pH 6). Eluidos 3 y 4, en 
amortiguador acetato (pH 4,25). Eluidos 5 y 6, en amortiguador glicina (pH 3). MPM, marcador de 
peso molecular. 

La interacción inesperada de las proteínas contaminantes con la resina de afinidad podría 

explicarse por la baja fuerza iónica de las soluciones amortiguadoras utilizadas, dando lugar 

a interacciones inespecíficas. A su vez, podría deberse a la posible interacción de estas 

proteínas con la RgpB, por ejemplo, en el subdominio tipo inmunoglobulina. Esto permitiría 

su permanencia en la columna, al estar unidas a la RgpB, que interacciona con la benzamidina 

inmovilizada.  

A partir del resultado obtenido, se considera que la incorporación de una cromatografía de 

afinidad a benzamidina fue ineficaz para reducir la cantidad de proteínas contaminantes, y 

aumentar así la pureza de la RgpB. Sin embargo, dado que la enzima interacciona con la 

columna, se podría poner a punto la purificación, por ejemplo evaluando soluciones 

amortiguadoras de distintos pH y fuerza iónica. 
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4.2.4. Purificación de Pro-RgpB por intercambio iónico 

Se evaluó una última estrategia de purificación para incrementar la pureza de la gingipaína, 

agregando un paso de purificación intermedio por cromatografía de intercambio iónico, luego 

de la primera IMAC (Figura 4.12). 

 

Figura 4.12. Esquema de la estrategia de purificación con una cromatografía de intercambio 
iónico. Se evidencian en rojo las modificaciones a la segunda estrategia. Representación realizada 
con BioRender. 

La cromatografía de intercambio iónico permite separar proteínas en función de las 

diferencias en su carga neta superficial. En una cromatografía de intercambio aniónico, las 

proteínas cargadas negativamente se unen a la resina cargada positivamente, mientras que 

aquellas con carga positiva o neutra no se retienen. Al aplicar una gradiente de sal, los aniones 

compiten por los sitios de unión, lo que permite eluir las proteínas según su carga, liberando 

primero las que tienen menor carga negativa y, posteriormente, las de mayor carga. 

En la presente purificación, se realizó un cambio de amortiguador del eluido obtenido de la 

primera IMAC para disminuir fuerza iónica y permitir que las proteínas interaccionen con la 

matriz cargada positivamente. La Pro-RgpB presenta una carga neta negativa a pH 8, dado 

que su pI teórico es de 5,19; pudiendo interaccionar con una matriz cargada positivamente. 

Se inyectó la muestra en una columna MonoQ 5/50 GL y se eluyó primero en un gradiente 

de 10 a 500 mM de NaCl, y finalmente a 1000 mM.  

En la Figura 4.13 se presentan los cromatogramas obtenidos, mientras que la composición de 

los picos se evalúa por SDS-PAGE en la Figura 4.14. 
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A       B 

 

Figura 4.13. Cromatogramas obtenidos de la purificación de la Pro-RgpB por IEX. A. 
Cromatograma resultante del cambio de amortiguador. B. Cromatograma resultante de la IEX. Se 
identifica cada pico obtenido en el eluido con una letra.  

 

Figura 4.14. Evaluación de la purificación de la Pro-RgpB por IEX mediante SDS-PAGE. Se 
muestra la fracción recuperada del cambio de amortiguador y los siete picos obtenidos en la elución. 
MPM, marcador de peso molecular. 

En el cromatograma destaca como la absorbancia correspondiente al pico recolectado en el 

cambio de amortiguador, es mayor que la suma de la absorbancia de todos los picos obtenidos 
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en la purificación por IEX. Esto se ve reflejado en la SDS-PAGE, donde se observan bandas 

tenues en todos los picos del eluido, pudiendo distinguirse la Pro-RgpB en las fracciones 

correspondientes a los picos E, F y G.  

La IEX se caracteriza por ser una técnica cromatográfica que permite concentrar la proteína 

de interés, ya que al eluir en un gradiente de NaCl, las proteínas con diferente carga se liberan 

en momentos distintos, lo que facilita la recolección de la proteína en una fracción más 

concentrada. Sin embargo, al considerar ambos resultados, parecerían haberse perdido parte 

de las proteínas presentes en la muestra. Esto podría deberse a una posible autoproteólisis de 

la RgpB, como resultado del cambio de amortiguador. La baja concentración de sales y la 

ausencia de CaCl2, podrían haber desestabilizado la gingipaína en solución y provocar que 

esta se autodigiera. Para comprobar esta hipótesis, debería continuar estudiándose la 

estabilidad de la RgpB en solución, especialmente concentrada, en presencia y ausencia de 

calcio, y a distinta fuerza iónica. 

En definitiva, se logró purificar la RgpB producida de forma recombinante en E. coli, con 

una pureza moderada. Tras evaluar cinco estrategias, se considera que la estrategia de 

purificación por dos IMAC, en batch, realizando lavados con 20 y 50 mM de imidazol fue la 

más efectiva. Esta permitió obtener la mayor cantidad de proteína soluble con una pureza 

suficiente para el estudio de su actividad enzimática.  

Se realizó una purificación final siguiendo la estrategia seleccionada, para posteriormente 

evaluar la actividad de la RgpB (Figura 4.15). 
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Figura 4.15. Evaluación de la purificación final de RgpB por SDS-PAGE. MPM, marcador de 
peso molecular. 

Se podrían continuar evaluando estrategias para obtener la gingipaína pura, por ejemplo, 

incorporando una SEC como paso de purificación intermedio entre la primera IMAC y el 

corte con la TEVp, o luego de tratar con la TEVp. Esta cromatografía permite separar 

proteínas en base a su tamaño, por lo que sería útil para separar la Pro-RgpB de las proteínas 

contaminantes de tamaños inferiores y superiores que se observan en la SDS-PAGE. 

Otra alternativa podría ser purificar la Pro-RgpB producida en S2. Esta proteína se expresó 

en el sobrenadante del cultivo, el cual se caracteriza por tener una menor cantidad de 

proteínas respecto al interior celular. Para esta purificación, se podría realizar un paso de 

captura por cromatografía de afinidad a Strep-tactin, seguido de un corte con la proteasa 

TEV y finalmente un segundo paso de cromatografía de afinidad a Strep-tactin, para retener 

el propéptido y la TEVp en la columna, y obtener la RgpB en el percolado.  

4.3. Cuantificación de la RgpB purificada 

La concentración proteica de la RgpB obtenida se estimó utilizando dos métodos diferentes. 

En primer lugar, se midió la absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro, asumiendo un 
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coeficiente de extinción de 1 (mg/mL)-1 cm-1 para una solución al 0,1% (Abs 0,1%). De esta 

forma, se obtuvo una concentración de proteínas de 0,35 mg/mL. Posteriormente, se estimó 

la concentración mediante el método colorimétrico de Bradford realizando una curva de 

calibración, cuyo resultado y ecuación de la recta se presentan en el Anexo 1. Se determina 

una concentración de proteína de 0,15 mg/mL.  

La medida de la absorbancia a 280 nm es un método directo para determinar la concentración 

de proteínas, basado en la absorbancia de la luz ultravioleta por los aminoácidos aromáticos 

triptófano y tirosina, y por la cistina, residuos de cisteína unidos por enlace disulfuro (130). 

Mientras que el ensayo de Bradford es un método colorimétrico permite cuantificar proteínas, 

utilizando la capacidad del Azul de Coomassie G-250 para unirse a ciertos residuos 

aminoacídicos como histidina, lisina, pero principalmente arginina (115). Por lo tanto, el 

contenido de los aminoácidos mencionados en las proteínas de una muestra influye en los 

resultados obtenidos para ambos métodos.  

Las diferencias observadas con estos métodos para la RgpB podrían deberse no solo a la 

composición aminoacídica de las proteínas presentes, sino que también al coeficiente de 

extinción elegido para cuantificar por absorbancia a 280 nm. En este método, se utiliza la 

absorbancia medida para calcular la concentración a partir del coeficiente de extinción molar 

de la proteína ensayada. Para proteínas individuales, este valor puede estar reportado o puede 

calcularse a partir de su secuencia aminoacídica. Sin embargo, en mezclas complejas, donde 

se desconoce la identidad de una o más proteínas, es difícil estimar correctamente este 

coeficiente, y, por lo tanto, la concentración calculada puede ser muy diferente de la real 

(131). Por esta razón, se tomó la concentración de proteínas determinada por método de 

Bradford para la RgpB purificada.  

Considerando la presencia de proteínas contaminantes, es necesario estimar qué porcentaje 

de la fracción de proteínas corresponde a la RgpB, para determinar con mayor exactitud su 

concentración en la muestra. Se utilizó el software ImageJ para establecer la intensidad de 

cada una de las bandas presentes en el carril de la SDS-PAGE, utilizando el protocolo de 

análisis de geles en una dimensión. Se realizó un densitograma del percolado de la IMAC 2 

de la Figura 4.15, obteniendo que la banda correspondiente a la RgpB representa el 31% de 

las proteínas presentes en la muestra (Anexo 2). Por lo tanto, se estima que la concentración 
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de RgpB en la fracción purificada es de 46,5 µg/mL. Teniendo en cuenta que se obtienen 10 

mL de la fracción, se logró obtener un rendimiento aproximado de 0,46 mg de RgpB por 500 

mL de cultivo en E. coli (0,92 mg/L). 

El rendimiento alcanzado es entre 40 y 100 veces mayor al obtenido en el reporte de 

expresión de la gingipaína en S. cerevisiae, siendo el mayor rendimiento obtenido de una 

producción recombinante. Además, este rendimiento resulta comparable con los que se 

obtienen al expresar la RgpB en P. gingivalis. Se alcanzó un mayor rendimiento que los 0,5 

mg por litro de cultivo obtenidos de la purificación desde la cepa HG66 siguiendo el 

protocolo de Potempa y Nguyen (41), y menor que los 2,4 mg/L de la purificación de la RgpB 

fusionada a una etiqueta 6xHis por Veillard y colaboradores (94). Por lo tanto, se considera 

que el protocolo desarrollado en el presente trabajo es una alternativa conveniente para la 

obtención de la RgpB, teniendo las ventajas de la expresión en un sistema sencillo como E. 

coli. Estas incluyen un menor tiempo de expresión, de 16 h contra dos semanas en P. 

gingivalis, sin los requerimientos de sangre y anaerobiosis para el cultivo que esta presenta. 

Finalmente, el manejo de P. gingivalis en condiciones de laboratorio requiere un nivel de 

bioseguridad 2, haciendo que la expresión en E. coli sea técnicamente más sencilla y 

aplicable en condiciones de laboratorio típicas. 

Es importante destacar que en los protocolos reportados se obtiene la RgpB con un alto grado 

de pureza, y si bien el agregado de los pasos de purificación propuestos podría disminuir el 

rendimiento obtenido en el presente trabajo, otros aspectos de la purificación podrían 

mejorarse para contrarrestar la pérdida de la proteína. Por ejemplo, podría mejorarse la 

captura de la Pro-RgpB en la IMAC 1 optimizando la cantidad de resina de afinidad utilizada, 

ya que en la Figura 4.15 se observa como en el percolado permanece una banda notoria de 

85 kDa correspondiente a proteína que no se unió a la matriz. A su vez, destaca como la TEVp 

no logró cortar completamente la Pro-RgpB presente en el eluido de la primera IMAC. Para 

mejorar el corte de la proteasa TEV puede agregarse EDTA, ya que está reportado que este 

agente quelante promueve su corte proteolítico (112). Si bien el agregado de EDTA podría 

mejorar el corte, se ha reportado su capacidad de inhibir la RgpB por quelar los cationes 

calcio (132). Por lo que, podría evaluarse el agregado de EDTA en la incubación con la TEVp 

previa a la diálisis, para retirarlo en el siguiente paso.  
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Cabe mencionar que, durante la puesta a punto de la purificación, la fracción de proteínas 

obtenida después de inducir la expresión debía diluirse con un factor de 2,5 para sembrarla 

en una SDS-PAGE (Figura 4.5). En la purificación final de la Figura 4.15, se observa como 

esta fracción (diluida en un factor de 2,5) está considerablemente más diluida. Esto indica 

que la cantidad de proteínas obtenidas fue menor respecto a las producciones anteriores, 

realizadas en las mismas condiciones. Una posible explicación para esta disminución, es que 

en la última expresión se identificó una contaminación con bacteriófagos en los equipos 

comunes utilizados para expresar y purificar proteínas del laboratorio, lo que podría haber 

afectado negativamente la productividad. Los bacteriófagos se caracterizan por lisar las 

células presentes en el cultivo, lo que provoca una disminución de la densidad celular y como 

consecuencia una menor expresión de la proteína de interés (133). Por esta razón, se espera 

que en futuras producciones de la RgpB con el protocolo propuesto, se alcance un mayor 

rendimiento al obtenido en el presente trabajo. 

4.4. Puesta a punto del ensayo de actividad 

La RgpB nativa se caracteriza por una baja especificidad de sustrato, existiendo reportes de 

que su sitio activo puede acomodar varios sustratos peptídicos, teniendo solo como 

especificidad un residuo de arginina en la posición P1 (134, 135). Por esta razón, se ha 

descrito su capacidad de hidrolizar varios sustratos sintéticos con el residuo de arginina en 

P1. El ensayo de actividad propuesto por Potempa y Nguyen (54), se basa en la hidrólisis del 

sustrato cromogénico benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (L-BAPNA), mientras que el ensayo 

descrito por Veillard y colaboradores (71), utiliza el sustrato fluorogénico acetil-L-arginina-

7-amido-4-metilcumarina (Ac-Arg-AMC). 

Los ensayos cromogénicos son útiles para medir la actividad de las gingipaínas en muestras 

obtenidas del cultivo de P. gingivalis, ya que la presencia de hemina provoca la extinción de 

la fluorescencia del grupo AMC, dificultando la medida de actividad con un sustrato 

fluorogénico. En cambio, los ensayos fluorométricos se caracterizan por ser 

aproximadamente 100 veces más sensibles, siendo adecuados para medir la actividad 

amidolítica de las gingipaínas purificadas (54). En el ensayo reportado, se utilizan 

concentraciones de 1 o 10 nM de RgpB para caracterizarla y evaluar inhibidores (71). Dada 

la mayor sensibilidad del ensayo fluorométrico, y la ausencia de hemina en la RgpB 
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purificada en el presente trabajo, se optó por poner a punto un ensayo de actividad usando el 

sustrato Z-Gly-Gly-Arg-AMC, ampliamente utilizado para evaluar la actividad de otras 

proteasas, como tripsina y trombina. El grupo AMC se caracteriza por la emisión de 

fluorescencia a 460 nm cuando se lo excita a 380 nm. En el sustrato peptídico utilizado, la 

fluorescencia del AMC se encuentra apagada por el enlace amida formado con el residuo de 

arginina. Por lo que, el AMC fluoresce cuando la RgpB escinde este grupo del resto del 

péptido (Figura 4.16).  

 

Figura 4.16. Esquema del sustrato utilizado en el ensayo de actividad de la RgpB. La proteasa 
reconoce el residuo de arginina del sustrato Z-Gly-Gly-Arg-AMC e hidroliza el grupo AMC, 
permitiendo medir su actividad enzimática por el aumento de la fluorescencia a 460 nm. 

Se evaluó la actividad de cinco concentraciones diferentes de RgpB (1, 5, 10, 50 y 100 nM), 

utilizando tres agentes reductores diferentes (DTT, β-mercaptoetanol o L-cisteína) a 

concentraciones de 1 mM, y en presencia o ausencia de 2,5 mM de CaCl2. Todas las 

condiciones se evaluaron por duplicado. Se incubó durante 10 minutos a 37°C en una placa 

de 96 pocillos, y se largó la reacción agregando 5 µM del sustrato. Se midieron las RFU en 

función del tiempo a 37°C durante 1 h. Los resultados de cada uno de estos ensayos se 

presentan en la Figura 4.17. 
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Figura 4.17. Gráficas de actividad enzimática de la RgpB, para los tres agentes reductores 
evaluados. A. Ensayo con 1 mM DTT. B. Ensayo con 1 mM DTT y 2,5 mM CaCl2. C. Ensayo con 1 
mM β-mercaptoetanol. D. Ensayo con 1 mM β-mercaptoetanol y 2,5 mM CaCl2. E. Ensayo con 1 
mM cisteína. F. Ensayo con 1 mM cisteína y 2,5 mM CaCl2. 
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En la Figura 4.18 se observa una comparación de las pendientes iniciales obtenidas a partir 

de los gráficos de RFU en función del tiempo. Para esto se tomó la pendiente entre 0 y 1000 

segundos, considerando esto como velocidades iniciales, ante la imposibilidad de determinar 

las unidades de enzima correspondientes utilizadas en el ensayo. Se normalizan los resultados 

con la pendiente obtenida para el blanco, y se presenta el promedio de cada pendiente, junto 

con su error estándar.  

 

Figura 4.18. Comparación de la actividad enzimática de la RgpB, para distintos agentes 
reductores. Se representa la pendiente obtenida del gráfico de RFU en función del tiempo, para las 
cinco concentraciones evaluadas, en presencia y ausencia de calcio (CaCl2 2,5 mM). 

Dado que el ensayo se realizó antes de establecer qué porcentaje de la fracción de proteínas 

corresponde a la RgpB con ImageJ, se sembraron concentraciones de la gingipaína menores 

a las calculadas inicialmente. 

Se observa como para una concentración de 0,34; 1,7 y 3,4 nM de RgpB, se obtuvieron 

valores próximos a cero, lo que refleja una señal basal del ensayo, no obteniéndose una clara 

actividad enzimática (Figura 4.17). Para las concentraciones de 17 y 34 nM de RgpB, se 

visualizan diferencias en la pendiente obtenida para los tres agentes reductores ensayados. 

Se observa como al añadir cisteína, la pendiente es aproximadamente el doble que con DTT, 
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y casi cuatro veces más que con β-mercaptoetanol. La capacidad de la cisteína de estimular 

la actividad amidolítica de la RgpB ha sido ampliamente reportada, siendo el agente reductor 

utilizado en los ensayos de actividad descritos para esta proteasa (54, 57, 71, 132). A partir 

de estos resultados, se eligió la cisteína como agente reductor para el ensayo. 

Al observar las pendientes obtenidas con el agregado de CaCl2 para las concentraciones de 

17 y 34 nM de RgpB, no se observa una clara tendencia para ninguno de los tres agentes 

reductores. Para los ensayos realizados con DTT parece disminuir la pendiente inicial, 

mientras que no parecería tener un efecto en los ensayos con β-mercaptoetanol. En cambio, 

para los ensayos con cisteína, se obtuvieron valores similares para una concentración de 17 

nM de la gingipaína, mientras que para 34 nM se obtuvo una pendiente inicial mayor cuando 

no se suplementó con CaCl2. Se ha descrito como el calcio es necesario para la estabilidad 

de las gingipaínas en solución, especialmente ensayando su actividad a 37°C (132). Destaca 

como el gráfico obtenido para cisteína en ausencia de calcio presenta varios puntos de 

inflexión no esperados, observándose una caída notoria luego de los 1000 s (Figura 4.17E). 

Dado que podría tratarse de un problema de la lectura del equipo, se optó por evaluar 

nuevamente la actividad con y sin CaCl2.  

Considerando que, en los ensayos de actividad reportados se utilizan concentraciones de 

cisteína de 10 mM, se ensayó la actividad de cinco concentraciones diferentes de RgpB (3,4; 

6,8; 17; 34 y 68 nM) agregando 1 o 10 mM de cisteína, en presencia o ausencia de 2,5 mM 

de CaCl2. En todas las condiciones, tanto la cisteína como el calcio se encuentran en exceso 

molar superior a las 100 veces. Todas las condiciones se evaluaron por duplicado. Los 

resultados de cada uno de estos ensayos se presentan en la Figura 4.19. 
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Figura 4.19. Gráficas de actividad enzimática de la RgpB, para las concentraciones de cisteína 
evaluadas. A. Ensayo con 1 mM cisteína. B. Ensayo con 1 mM cisteína y 2,5 mM CaCl2. C. Ensayo 
con 10 mM cisteína. D. Ensayo con 10 mM cisteína y 2,5 mM CaCl2. 

En la Figura 4.20 se muestra una comparación de las pendientes de los gráficos de RFU en 

función del tiempo, para un rango de 0 a 1000 s. Se normalizan los resultados con la pendiente 

obtenida para el blanco, y se presenta el promedio de cada pendiente, junto con su error 

estándar. 
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Figura 4.20. Comparación de la actividad enzimática de la RgpB, para distinta concentración 
de L-cisteína. Se representa la pendiente obtenida del gráfico de RFU en función del tiempo, para 
las cinco concentraciones evaluadas, en presencia y ausencia de calcio (CaCl2 2,5 mM). 

Se obtuvo una actividad enzimática para todas las concentraciones de RgpB evaluadas, 

observándose como la pendiente inicial aumenta hasta 34 nM de la enzima, y decrece a una 

concentración de 68 nM, para todas las condiciones evaluadas. Este fenómeno podría indicar 

la inhibición de la gingipaína, posiblemente por alguna proteína o componente presente en la 

fracción obtenida al final de la purificación. Se podría estudiar la identidad de las proteínas 

contaminantes presentes en la fracción por espectrometría de masas, para evaluar si alguna 

de ellas podría tener la capacidad de inhibir la RgpB. Otra posibilidad es que, al estar más 

concentrada, la enzima sea más propensa a autodigerirse. Por lo que debería estudiarse su 

estabilidad en solución y autoproteólisis, por ejemplo, incubando la enzima por diferentes 

períodos de tiempo y observar si se digiere en una SDS-PAGE.  

A su vez, se observa una tendencia a obtener una mayor pendiente al incrementar la 

concentración de cisteína. Considerando que a 1 y 10 mM la cisteína se encuentra en exceso 

en la solución, la mejora en la actividad no puede atribuirse a un aumento de los equivalentes 

de reducción, sino que se explica por la reportada actividad transpeptidasa de las gingipaínas 

(57). Además de actuar reduciendo la cisteína del sitio activo de la RgpB oxidada, la cisteína 

también podría ser un aceptor en la transpeptidación. Al incrementar su concentración, la 
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mayor disponibilidad de aceptores en solución provocaría un aumento la actividad de la 

RgpB. 

Por último, se visualiza como la pendiente se mantiene o aumenta al agregar CaCl2, para 

todas las concentraciones de RgpB evaluadas. Por esta razón, se considera que su efecto en 

la actividad de la gingipaína es favorable. Sin embargo, se considera importante realizar 

futuros estudios de estabilidad de la RgpB purificada, evaluando tanto condiciones de 

almacenamiento como su estabilidad al incubarla a 25, 30 y 37°C, en presencia y ausencia 

de calcio. Estos ensayos permitirían determinar si la enzima presenta actividad 

autoproteolítica, la cual es especialmente relevante al realizar ensayos de inhibición, en los 

que se incuban la enzima junto con un compuesto por un tiempo prolongado antes de medir 

la actividad enzimática (136). 

A partir de los resultados obtenidos, se selecciona el ensayo con 10 mM de cisteína y 2,5 mM 

de CaCl2 para la evaluación de la actividad enzimática de la RgpB, ya que permitió obtener 

la mayor actividad a lo largo de las cinco concentraciones de enzima evaluadas. El ensayo 

desarrollado se considera adecuado para futuros estudios cinéticos de la gingipaína, que 

permitan determinar KM, kcat y kcat/KM del par enzima-sustrato. Además, se considera 

importante realizar una curva de calibración de fluorescencia en RFU en función de la 

concentración de producto AMC, para poder obtener la actividad específica de la RgpB y 

calcular así los parámetros cinéticos. 

Se considera que este ensayo puede convertirse en una herramienta útil para la evaluación de 

moléculas potencialmente inhibidoras de la RgpB. Al ser un ensayo en placa, sería adecuado 

para realizar un cribado high-throughput, permitiendo además la posterior caracterización 

bioquímica de los hits obtenidos en el ensayo de inhibición. Se podrían continuar evaluando 

otros parámetros, como el efecto de la temperatura en la actividad enzimática. Esto puede ser 

particularmente importante para los ensayos de testeo de inhibidores ya que los mismos 

suelen realizarse a temperaturas menores, de entre 25 y 30°C (136). A su vez, se podría 

evaluar el agregado de glicilglicina en la actividad enzimática de la RgpB producida, debido 

a los reportes que en presencia de este dipéptido, se duplica la actividad de las gingipaínas a 

concentraciones de 10 mM (57, 94).  
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4.5. Cribado de inhibidores 

Se realizó una búsqueda in silico en la quimioteca de compuestos del Laboratorio de Biología 

Redox de Tripanosomátidos del IPMon, a partir de las estructuras químicas de los 

compuestos inhibidores patentados de gingipaínas. Se buscaron inhibidores utilizando un 

porcentaje de similitud del 90%. Este porcentaje se basa en el coeficiente de similitud de 

Tanimoto, el cual se obtiene al comparar el número de descriptores que dos moléculas tienen 

en común, con el número de descriptores que tienen en total (137). Además, se realiza una 

búsqueda de forma que las subestructuras ingresadas pueden superponerse como parte de 

estructuras más complejas, con fragmentos adicionales. 

En primer lugar, se seleccionaron dos subestructuras de la patente US11059786B2 (82), que 

protege aminopiridinas inhibidoras de RgpA y RgpB, no encontrando compuestos que tengan 

presentes esas estructuras (Figura 4.21).  

A      B 

    

Figura 4.21. Estructura de las aminopiridinas indagadas en Chemfinder. A. Sustituyente en 
posición para. B. Sustituyente en posición meta. 

Considerando que la patente US20220204457A1 (83) protege compuestos inhibidores de las 

Rgp derivados de arginina, se hizo una búsqueda de arginina y dos subestructuras similares, 

que podrían tener la capacidad de inhibir la RgpB. En la Figura 4.22 se presenta la 

subestructura indagada, junto con las tres moléculas obtenidas. No se encuentran compuestos 

para la arginina y la otra subestructura buscada (Figura 4.23).  
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A     B 

  

 

C      D 

   

Figura 4.22. Estructuras de los resultados de la búsqueda de compuestos potencialmente 
inhibidores. A. Subestructura indagada, correspondiente a cadena lateral de arginina, unida a grupo 
amino. B, C, D. Compuestos identificados. Se indica en rojo la presencia de la subestructura indagada. 
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A      B 

    

Figura 4.23. Estructura de derivados de arginina adicionales indagadas en Chemfinder. A. 
Arginina. B. Cadena lateral de arginina, formando enlace peptídico. 

El compuesto de la Figura 4.22B presenta el grupo guanidilo formando parte de un 

heterociclo, mientras que en los compuestos observados en C y D, la subestructura completa 

se encuentra formando parte de dos heterociclos. Estas características resultan interesantes, 

ya que podrían interaccionar con el sitio activo de la RgpB de forma diferente al sustrato, 

provocando la inhibición de la enzima. Cabe mencionar que los compuestos identificados, 

no estarían protegidos por las patentes, por lo que se propone evaluar si presentan actividad 

inhibitoria in vitro.   

La estrategia de búsqueda in silico por ligando utilizada presenta ventajas como la rapidez y 

bajo costo, lo que la convierte en una herramienta útil para un primer cribado de moléculas 

potencialmente inhibidoras. Sin embargo, presenta limitaciones importantes, ya que no 

permite explorar ni validar de la interacción entre el ligando y el sitio activo, ni identificar 

posibles sitios de unión alternativos de estas moléculas a la enzima. Como estrategia in silico 

alternativa, podría realizarse un cribado por blanco molecular, mediante estudios de docking 

y dinámica molecular, que permitan evaluar las posibles interacciones de las moléculas 

potencialmente inhibidoras con la RgpB. 
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Dado que solamente se encontraron tres moléculas candidatas, se considera importante 

realizar un cribado incluyendo otros inhibidores potenciales con los que se cuente 

información de su capacidad de inhibir otras proteasas de cisteína, como la MPro del virus 

SARS-CoV-2, previamente estudiada en los laboratorios de Inmunovirología y de Biología 

Redox de Tripanosomátidos (136). A su vez, se considera interesante la evaluación de 

potenciales inhibidores a partir de una quimioteca de alta diversidad química, con el fin de 

identificar moléculas de naturaleza química diferente a aquellas previamente identificadas 

como inhibidores de RgpB o proteasas de cisteína. 
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5. Conclusiones 

En el presente trabajo se logró la expresión recombinante de la proteasa de cisteína RgpB de 

P. gingivalis en E. coli, siendo el primer reporte de expresión de forma soluble y activa en 

este sistema. Se alcanzó un rendimiento de 0,92 mg por litro de cultivo, comparable a los 

reportes previos de expresión en P. gingivalis, en un menor tiempo de cultivo, sin necesidad 

de sangre ni anaerobiosis estricta, con un proceso de purificación sencillo mediante dos 

IMAC. La pureza obtenida fue moderada, por lo que se propone continuar optimizando su 

proceso de purificación, agregando pasos cromatográficos adicionales o, en su defecto, 

modificando la construcción con otras etiquetas de afinidad.  

A su vez, se alcanzó la expresión recombinante del zimógeno de la RgpB en la línea celular 

S2, siendo el primer reporte de expresión en células de insecto. Se plantea continuar con su 

purificación para determinar si es posible obtenerla de forma soluble y activa. En particular, 

resulta interesante evaluar si el rendimiento y la pureza que puede obtenerse con este sistema 

de expresión es mayor que con E. coli. 

Se logró poner a punto un ensayo de actividad de la RgpB usando un sustrato fluorogénico, 

donde se optimizaron parámetros como la concentración de enzima, agente reductor, y el 

agregado de CaCl2, para un ensayo a 37°C, pH 8, y 5 µM de concentración de sustrato. El 

ensayo desarrollado es adecuado para futuros estudios cinéticos que permitan determinar KM, 

kcat y kcat/KM del par enzima-sustrato, si bien se plantea evaluar adicionalmente el efecto de 

la temperatura y el agregado de glicilglicina en la actividad enzimática. Se propone continuar 

además con la caracterización biofísica de la RgpB producida, partiendo de los datos 

estructurales disponibles para predecir el espectro de dicroísmo circular, y compararlo con el 

obtenido experimentalmente a partir de la proteína pura.  

Se realizó una primera búsqueda y selección de inhibidores candidatos para la RgpB in silico, 

por similitud a inhibidores patentados, encontrando tres compuestos candidatos 

pertenecientes a un espacio químico diferente a los patentados. El ensayo de actividad 

desarrollado puede convertirse en una herramienta útil no solamente para evaluar las 

moléculas seleccionadas in vitro, sino que también para un cribado high-throughput, 

permitiendo además la posterior caracterización bioquímica de los hits obtenidos.  
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Los resultados obtenidos en este trabajo representan un avance significativo en la expresión 

heteróloga de gingipaínas, siendo punto de partida para la búsqueda de compuestos 

antibacterianos contra estas proteasas, que logren disminuir o eliminar la patogenicidad de P. 

gingivalis. La obtención de moléculas que inhiban eficazmente la RgpB podría iniciar el 

desarrollo de nuevas estrategias farmacológicas dirigidas al control de la periodontitis y las 

enfermedades asociadas.   
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7. Anexos 

7.1. Anexo 1 

 

Figura 7.1. Curva de calibración para el ensayo de Bradford. El rango de concentración utilizado 
fue de 0,025 a 0,750 mg/mL de Albumin Standard (BSA), ensayadas por duplicado. La ecuación del 
ajuste lineal es y = 0,8681x + 0,01353; con un R2 de 0,9858. 
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7.2. Anexo 2 

 

Figura 7.2. Densitograma de RgpB obtenida en Figura 4.14. Se indica sobre cada pico el tamaño 
expresado como porcentaje del tamaño total de los picos medidos. El quinto pico, de izquierda a 
derecha, corresponde a la banda de RgpB. Elaborado con ImageJ (117). 


	1. Introducción
	1.1. Periodontitis
	1.2. Porphyromonas gingivalis
	1.3. Gingipaínas
	1.4. RgpB
	1.5. Inhibidores de gingipaínas
	1.6. Producción de recombinante de RgpB

	2. Objetivos
	2.1. Objetivo general
	2.2. Objetivos específicos

	3. Metodología
	3.1. Materiales
	3.1.1. Plásmidos
	3.1.2. Cepas y línea celular
	3.1.3. Medios de cultivo
	3.1.4. Soluciones

	3.2. Reactivos generales
	3.3. Procedimientos generales
	3.3.1. Construcción de vectores de expresión
	3.3.2. Preparación de E. coli quimiocompetentes
	3.3.3. Transformación de E. coli por choque térmico
	3.3.4. Obtención de vectores de expresión
	3.3.5. Expresión de RgpB recombinante en E. coli
	3.3.5.1. Expresión en medio TB
	3.3.5.2. Expresión por autoinducción

	3.3.6. Lisis bacteriana
	3.3.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida
	3.3.8. Purificación del zimógeno de RgpB por IMAC
	3.3.8.1. Purificación por IMAC en batch
	3.3.8.2. Purificación por IMAC en FPLC

	3.3.9. Purificación del zimógeno de RgpB por IEX
	3.3.10. Expresión y purificación de la proteasa TEV
	3.3.11. Activación de RgpB por digestión con TEVp y posterior purificación
	3.3.12. Purificación de RgpB por cromatografía de afinidad a benzamidina
	3.3.13. Cultivo de células S2
	3.3.14. Expresión de RgpB recombinante en S2
	3.3.15. Western blot
	3.3.16. Cuantificación de RgpB
	3.3.17. Determinación de la actividad
	3.3.18. Cribado de compuestos inhibidores


	4. Resultados y discusión
	4.1. Expresión de RgpB recombinante
	4.1.1. Expresión de Pro-RgpB en E. coli
	4.1.2. Expresión de Pro-RgpB en S2

	4.2. Purificación de RgpB expresada en E. coli
	4.2.1. Purificación por dos IMAC
	4.2.2. Alternativas de purificación por dos IMAC
	4.2.3. Purificación de RgpB por afinidad a benzamidina
	4.2.4. Purificación de Pro-RgpB por intercambio iónico

	4.3. Cuantificación de la RgpB purificada
	4.4. Puesta a punto del ensayo de actividad
	4.5. Cribado de inhibidores

	5. Conclusiones
	6. Referencias bibliográficas
	7. Anexos
	7.1. Anexo 1
	7.2. Anexo 2


