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Resumen

La bacteria Porphyromonas gingivalis es uno de los patdgenos claves asociados al desarrollo
y progresion de la periodontitis, una forma avanzada de enfermedad periodontal. Se
caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria, inmunolédgica y crénica, que trae como

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

Las gingipainas son un conjunto de proteasas de cisteina con especificidad por arginina
(RgpAy RgpB) o lisina (Kgp), responsables de la mayor parte de la actividad proteolitica en
la superficie extracelular de P. gingivalis. Son importantes factores de virulencia, estando
involucradas en la degradacion de proteinas y tejidos del hospedero, la adherencia y
colonizacién de células epiteliales, la hemaglutinacion y hemolisis de gldbulos rojos, y la
evasion 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 ultimos afios,
ha habido un interés creciente por el desarrollo de inhibidores especificos de gingipainas,

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

El presente Trabajo Final de Carrera tiene como objetivo la produccién recombinante de la
proteasa de cisteina RgpB, como modelo de gingipaina, con el fin de estudiar una farmacopea

de alta diversidad quimica, en busca de potenciales inhibidores.

Se expreso el zimogeno de la RgpB de forma heterdloga en Escherichia coli, implementando
diferentes estrategias de expresion y purificacion para obtenerla de forma soluble y activa,
con un rendimiento de 0,92 mg por litro de cultivo. Este es el primer reporte de expresion
exitosa de una gingipaina soluble y activa en E. coli. A su vez, se alcanzd la expresion
recombinante del zimégeno de la RgpB en la linea celular S2, siendo el primer reporte de su

expresion en células de insecto.

Se puso a punto un ensayo de actividad de la RgpB utilizando un sustrato fluorogénico, que
permitird la futura caracterizacién bioquimica de la enzima junto con la evaluacion de

potenciales inhibidores in vitro.



Se realizé una primera busqueda de inhibidores in silico, encontrando tres compuestos
candidatos, pertenecientes a un espacio quimico diferente a moléculas patentadas. Este

trabajo sienta las bases para la futura bisqueda y caracterizacion de moléculas inhibidoras de

RgpB con potencial farmacolédgico.
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1. Introduccion
1.1. Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, inmunologica y crénica, caracterizada por
la destruccion progresiva e irreversible de los tejidos de soporte dental, como la encia, 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 relacion 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, asi como también por factores genéticos
y condiciones adquiridas como enfermedades sistémicas, especialmente de caracter
inflamatorio (4, 5). Los sujetos susceptibles se ven afectados por la accion de la comunidad
microbiana disbidtica, 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 alimentacion cruzada de los productos obtenidos por la

degradacion de los tejidos (6, 7).

La respuesta inflamatoria es una reaccion fisiologica que protege al organismo evitando que
las infecciones bacterianas se propaguen a tejidos mas profundos, como los huesos (8). Sin
embargo, cuando la inflamacion se desregula y persiste, como parte de una respuesta inmune
descontrolada, puede generar un ciclo patogénico que se autoperpetia, en el que la disbiosis
y la inflamacion se refuerzan mutuamente formando un ciclo de retroalimentacion positiva
(1). Con el tiempo, este ciclo puede provocar la destruccion irreversible de los tejidos de
soporte dental, lo que resulta en la periodontitis y sus consecuencias sintomadticas, como las
bolsas periodontales, la pérdida de insercion, las recesiones gingivales, la movilidad y

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

Las interacciones complejas entre las multiples 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
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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 interactiian
fisica y metabdlicamente a través de la coadhesion y el intercambio de moléculas de
sefializacion difusibles y metabolitos. Estas interacciones pueden mejorar o suprimir la
colonizacién y patogenicidad de la comunidad, y junto a su interaccion con el hospedero,
determinan los resultados homeostaticos o disbidticos (Figura 1.1) (11). Las propiedades de
los microorganismos presentes y su especializacion funcional en la comunidad dan lugar a
varias categorias recientemente reconocidas dentro del espectro comensal-patégeno, como
comensales homeostaticos, patdgenos accesorios, patobiontes y patégenos clave (12). Estos
ultimos, como P. gingivalis, ejercen su influencia en baja abundancia modulando tanto la
composicién como los niveles de los microorganismos de la comunidad, y manipulando las
respuestas del hospedero. De esta manera, pueden promover la formacién y estabilizacion de

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

Oral dysbiosi:
Host genetic factors Keystone pathogen e o from
hﬂW[ function | g “% __________ @
JL 5 - Horizontal - A,
o Vertical transmission
Dvsbiosi transmission }
= ySDIOSIS Q9 Dysbiosis &
Eubiosis T T o " Periodontitis
3 4" » Inflammatory tissue Offspring 'y
w.)) g @_'® ¢ breakdown products
¢ 0, . (nutrients)
Metab(;lic Colonization .
suppor support A
- =

Inter-species interactions

>

Inflammation

Periodontitis

Figura 1.1. La interconexion de la disbiosis y la inflamacién como impulsoras de la
periodontitis. Se ilustra el rol de los factores genéticos, la funcion de los patdgenos clave y las
interacciones entre las especies de la microbiota, en el desarrollo de la disbiosis. Junto con la
inflamacidn, se refuerzan mutuamente formando un ciclo patogénico que se autoperpetia. Esquema
extraido de (11).
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En la actualidad, la periodontitis afecta al 19% de la poblacion adulta a nivel mundial, y su
prevalencia se encuentra en aumento, registrandose 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 inflamacion, detener la progresion y restaurar la
salud periodontal (14). El tratamiento inicial consiste en la remociéon mecénica del biofilm
de forma no quirtrgica, pudiendo estar acompanada de la administracion de antisépticos o
antibidticos de amplio espectro. Usualmente se administran conjuntamente amoxicilina y
metronidazol, pudiendo administrarse acido clavulénico, azitromicina, ciprofloxacino,
tetraciclina o doxiciclina (15, 16). Dado que el biofilm esta formado por un consorcio
heterogéneo de multiples especies, envuelto en una matriz de exopolisacaridos protectora,
dificulta la difusién de antibioticos y antisépticos, disminuyendo su eficacia (16). A su vez,
la resistencia a antibidticos es una creciente preocupacion, 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 quirtrgicas, el
desarrollo de tratamientos no quirdrgicos alternativos resulta de alta importancia (20, 21). En
este sentido, la busqueda de compuestos capaces de actuar de forma especifica sobre los
patogenos clave, como P. gingivalis, representa una estrategia prometedora para controlar la

disbiosis y asi mejorar los resultados terapéuticos (22).
1.2. Porphyromonas gingivalis

La bacteria Porphyromonas gingivalis es un bacilo gramnegativo, anaerobio estricto, no
movil, no esporulante, que forma parte de la microbiota bucal subgingival. Estd presente
naturalmente en la cavidad bucal, encontrandose 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
encia como producto de la separacion con el diente, clinicamente asociado a la periodontitis

(23, 24).
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Se encuentra principalmente en lesiones periodontales sangrantes en las bolsas profundas.
Alli, los niveles oxigeno bajos permiten su crecimiento, y la hemoglobina resultante de la
hemolisis de globulos rojos constituye una fuente de hemo abundante, para el cual P.
gingivalis es auxotrofa (25). A diferencia de otros miembros del género Porphyromonas,
capaces de crecer a partir de carbohidratos complejos, P. gingivalis es asacarolitica y depende
de sustratos nitrogenados como proteinas o péptidos para nutrirse y obtener energia

metabolica (26).

Se considera uno de los patogenos clave en el desarrollo y progresion 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 si sola el desarrollo de la periodontitis en ratones libres
de gérmenes, sugiriendo que requiere de la asociacion 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 colonizacion al proveer sitios de fijacion para la adherencia.
Ademas, suministran metabolitos y reducen de la tension de oxigeno 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 activacion de los neutréfilos y, simultaneamente, inhibiendo sus mecanismos
bactericidas, lo que resulta en la inflamacion por la acumulacion 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 asi la vigilancia
inmunologica (32). A su vez, puede internalizarse activamente en los macréfagos, siendo
capaz de inhibir los procesos de destruccion bacteriana (33). Estos mecanismos, junto con la
capacidad de P. gingivalis de desregular el sistema del complemento y degradar péptidos
antimicrobianos, facilitan la evasiéon de la respuesta inmune (34). Al provocar la

desregulacion de la inmunidad innata, puede inhabilitar la inmunidad adaptativa, evitando la
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activacion de las células T citotoxicas por los macrdéfagos, lo que inhibe la eliminacion de las

células infectadas por la bacteria (35, 36).

Su capacidad de invadir las células epiteliales y el tejido circundante, logrando ingresar a la
circulacion sanguinea para alcanzar sistemas organicos distantes, resulta en la reciente
asociacion de P gingivalis con el desarrollo de enfermedades sistémicas (37, 38). En
particular, se relaciona con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares al provocar
disfuncion endotelial arterial, lo que favorece la hipertension arterial y la aterosclerosis (39,
40). Ademas, la capacidad de P. gingivalis de citrulinar proteinas propias y del hospedero, se
asocia a la formacion de anticuerpos antipéptidos citrulinados, estrechamente involucrados
en el desarrollo de la artritis reumatoide (41-43). También, puede atravesar la barrera
hematoencefalica, encontrandose ADN y factores de virulencia, como gingipainas y
lipopolisacarido bacteriano, en tejido cerebral post-mortem de personas con enfermedad de
Alzheimer, asi como también la presencia de su ADN en el liquido cefalorraquideo 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, reportdndose también la presencia de ADN y antigenos de P. gingivalis dentro
de la placenta, el cordon umbilical y el liquido amni6tico (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 dafia directamente los tejidos

placentarios del utero (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, asi
como invadir el tejido circundante y modular la respuesta inmune del hospedero. Algunos de
los factores de virulencia més importantes son las fimbrias, el lipopolisacarido, la capsula,
las vesiculas de membrana externa, las hemaglutininas, la peptidilarginina deiminasa, y un

conjunto de proteasas denominadas gingipainas (24, 35).
1.3. Gingipainas

Las gingipainas son proteasas de cisteina exclusivas de P. gingivalis, siendo responsables del

85% de la actividad proteolitica 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 legumainas, las clostripainas y las caspasas (49). Las gingipainas
se consideran proteasas similares a la tripsina, por catalizar la hidrdlisis de proteinas y

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

Existen tres gingipainas, las arginina especificas RgpA y RgpB, y la lisina especifica Kgp.
Estan codificadas por genes individuales (rgpA, rgpB 'y kgp), que se encuentran conservados
en las cepas clinicas y de laboratorio de P. gingivalis (35, 50). Cada una se sintetiza como
una Unica cadena polipeptidica, estando compuestas estructuralmente por varios motivos
compartidos (Figura 1.2). La proteina codificada por rgpB se compone por un péptido sefial
N-terminal (S), un propéptido, un dominio catalitico y un dominio C-terminal (CTD). En los
productos de traduccion de rgpA y kgp se encuentran, adicionalmente, una serie de dominios
de hemaglutinina/adhesina (HA), entre el dominio catalitico y el CTD. Para la RgpB, la
proteina madura consiste solamente de su dominio catalitico, mientras que la RgpA y Kgp

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

Signal/propeptide  Catalytic Domain Haemagglutinin/Adhesin Region
| i\ [ |

Pro-
Rgp B Peptide RgpB_ .

Pro- Rgp15 Rgpl7
eh | i wones [ 2| V| e

Kgpa4a/HA3/4
[ 1

Kgp15

Figura 1.2. Esquema de los dominios que componen las gingipainas. Los colores semejantes

indican secuencias altamente similares. Extraido de (52).

El péptido sefial permite el transporte de las gingipainas a través de la membrana interna de
P. gingivalis, por el sistema Sec. En cambio, el propéptido actlia como inhibidor del dominio
catalitico durante el transporte del zimdégeno, desde el periplasma hacia el medio extracelular,
a través del sistema de secrecion tipo IX (T9SS), por el reconocimiento del CTD (51). En

este sistema ocurre la maduracion de estas proteasas, en donde se cliva y elimina el
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propéptido. Ademas, se escinden los dominios HA en RgpA y Kgp, para formar un complejo
no covalente junto con el dominio catalitico (52, 53). El procesamiento de las gingipainas
finaliza con el clivado del CTD, pudiendo identificarse tres mecanismos de secrecion
distintos, asociados a diferentes cepas de P. gingivalis. En cepas como la HG66, las
gingipainas se secretan de forma libre al medio extracelular, mientras que en otras como la
W83, quedan ancladas en la membrana externa por la unién de A-lipopolisacarido (53, 54).
Otro mecanismo descrito para la liberacion de estas proteasas al medio es a través de la
produccion de vesiculas de membrana externa. Estas son nanoestructuras de vesiculas
lipidicas liberadas de la membrana externa de P. gingivalis, que transportan varios factores

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

El rol principal de las gingipainas es la degradacion de proteinas del hospedero u otros
microorganismos, que constituyen la principal fuente de carbono y energia para esta bacteria
(56). Las gingipainas funcionan no solo como proteasas, sino que también como
transpeptidasas, existiendo reportes de su capacidad de catalizar la transpeptidacion de

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

Se consideran factores de virulencia importantes para el potencial patogénico de P. gingivalis,
al estar involucradas en la colonizacién y la manipulacion de la respuesta inmune del
hospedero. En particular, la RgpA y Kgp participan de la adhesion y co-agregacion con otras
bacterias presentes en el biofilm, asi como también de la aglutinacion de globulos rojos
debido a sus dominios hemaglutinina/adhesina (59, 60). Ademas, las gingipainas contribuyen
al sangrado y permeabilidad vascular, al activar la calicreina plasmatica, degradar el
fibrindogeno, y aumentar los niveles de trombina y protrombina, incrementando asi la

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

Las gingipainas estan involucradas en la manipulacion del sistema inmune del hospedero, al
tener la capacidad de degradar péptidos antimicrobianos como oy B-defensinas y catelicidina
LL-37 (62). A su vez, pueden hidrolizar C3, C4 y C5 del sistema del complemento,
impidiendo la activacion C5b y por ende la formacion del complejo de ataque a la membrana
(63). Finalmente, desregulan la red de citoquinas al degradar e inactivar las interleuquinas

IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-12, asi como también los receptores de IL-6, de IFN-a, de TNF-
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a, CD4, CDS§, CD14 y CD54 (52). Estas funciones explican por qué las gingipainas son

esenciales para la supervivencia bacteriana y el desenlace patoldgico de la periodontitis.
1.4. RgpB

La gingipaina arginina-especifica B se caracteriza por ser la mas sencilla de estas proteasas.
Consiste en unica cadena polipeptidica de 736 aminoacidos compuesta por un péptido sefial
de 25 aminoécidos, un propéptido de 204 aminoéacidos, un dominio catalitico de 435

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

Glu3g1 \ 1

. Cys473

[
His440

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

La enzima madura, presenta solamente el dominio catalitico, el cual puede encontrarse
anclado a la membrana o en forma soluble. Su actividad hidrolitica se basa un ataque

nucleofilico al residuo de arginina del sustrato, mediado por la triada catalitica Cys473,
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His440 y Asp381. El sustrato interactua con el sitio de union S1 de la RgpB, una cavidad
profunda y con carga negativa, crucial para el reconocimiento del sustrato, ya que crea fuertes
interacciones idnicas 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,

unién y adhesion de las células (65).

Por otro lado, la RgpB madura posee seis cisteinas en su estructura ademds de la Cys473
catalitica. Si bien dos de ellas se encuentran expuestas en la estructura, la Cys414 y Cys528,
ninguna cisteina forma puentes disulfuro (65). Esto constituye una rareza respecto a toxinas
y otros factores de virulencia secretados por bacterias gramnegativas patdogenas, cuyo

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

Si bien las tres gingipainas estan involucradas en la obtencion de nutrientes, la destruccion
de los tejidos del periodonto y la manipulacion de la respuesta inmune del hospedero, la
RgpB destaca por su rol en la fisiologia de la bacteria, siendo crucial para el procesamiento
de proteinas propias. En particular, esta involucrada en la polimerizaciéon de FimA, proteina
principal de las fimbrias mayores de P. gingivalis, importantes factores de virulencia para la

adhesion de la bacteria (69).

Tanto la RgpB como la RgpA, contribuyen a la accion 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 proteolisis por RgpA y RgpB (43). Este mecanismo unico de
citrulinacion de péptidos puede ser la base de la generacidon de neoepitopes a los que aun 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 proteinas propias, de otros microorganismos y del hospedero. Existen reportes de que
actlia sobre los residuos de arginina expuestos de RgpA y RgpB, lo que previene su posible

autoproteolisis y resulta en una actividad aumentada (41, 55).
1.5. Inhibidores de gingipainas
En los ultimos afios, ha crecido el interés por las gingipainas como blanco para el tratamiento

de la periodontitis y las enfermedades asociadas, llevando al desarrollo de numerosas
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estrategias para la inhibicion de estos factores de virulencia. Estas estrategias incluyen desde
la ingenierizacion de propéptidos de las gingipainas como inhibidores (71), compuestos
sintéticos andlogos a péptidos (48, 72, 73), polifenoles (74—76), antibioticos y sus derivados
(77-79), y anticuerpos (80, 81).

Dentro de los inhibidores analogos 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 inhibicion (Ki) del orden de los nanomolares, y una
minima reactividad cruzada con proteasas de mamiferos. Siguiendo esta linea de
investigacion, Kataoka y colaboradores (73) desarrollan el inhibidor KYT-41, con actividad
dual contra las tres gingipainas y alta afinidad, demostrando capacidad para suprimir la
permeabilidad vascular y la inflamacién gingival en modelos animales de periodontitis

(Figura 1.4). No existen reportes de que estos inhibidores hayan avanzado a estudios clinicos.
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Figura 1.4. Estructura de KYTs, inhibidores de Kgp analogos 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 linea de investigacion, logrando desarrollar cuatro familias de
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inhibidores de gingipainas 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 estd 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 tltimo 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. Avanzo a los estudios de fases clinicas 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 hepatica (86, 87).
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Figura 1.5. Estructura de Atuzaginstat, inhibidor de Kgp estudiado en ensayo clinico.

Un inhibidor de segunda generacion, CORS588 (también conocido como LHPS588), se
encontraba con un ensayo de Fase I en curso al momento de la suspension de COR388,
publicandose sus resultados en 2022 (88, 89). Actualmente no hay estudios clinicos
registrados en curso sobre CORS588, si bien hay cuatro estudios en curso o que comenzaran
proximamente, con el objetivo de investigar posibles vinculos entre la enfermedad de
Alzheimer y la periodontitis y/o P. gingivalis (90-93). Sin embargo, no hay estudios clinicos
en curso orientados a reducir la colonizacion de P. gingivalis o a la inhibicidn de sus proteasas
secretadas. Por estas razones, se considera interesante la busqueda de inhibidores de

gingipainas que pertenezcan a un espacio quimico 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. Produccion de recombinante de RgpB

El estudio y caracterizacion de gingipainas in vitro se ve posibilitado por la obtencion 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 gingipainas expresadas
de forma libre, permitiendo la purificacion de la proteina desde el sobrenadante del cultivo.
Este proceso es laborioso, implicando la concentracion de proteinas por precipitacion con
acetona, seguida de cromatografias de exclusion molecular (SEC), de intercambio i6nico
(IEX) y de afinidad por arginina. Estos pasos son necesarios no solo para separarla del resto
de las proteinas presentes, sino para eliminar los pigmentos derivados de hemina producidos
por la bacteria, presentes en el sobrenadante. El rendimiento de la expresion y purificacion

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 modificacion genética
de la cepa W83-ArgpA por mutagénesis sitio dirigida, para la insercién 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 gingipaina se secreta de forma libre al sobrenadante del cultivo. La RgpB-6xHis
se purifica por precipitacion con acetona, seguida de cromatografias de intercambio i6nico y
de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), manteniendo la etiqueta de afinidad unida a
la proteina al final del proceso. El rendimiento de esta expresion y purificacion es de 2,4

mg/L.

La expresion de gingipainas en cepas de P. gingivalis tiene desventajas asociadas a la
necesidad del cultivo en condiciones anaerodbicas estrictas, el requerimiento de sangre para
el cultivo en placa, y a los laboriosos procesos de purificacion. Adicionalmente, la
purificaciéon desde condiciones nativas resulta en la presencia de pigmentos derivados de

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

atractiva para la obtencion de gingipainas.

En la actualidad, la produccion de proteinas recombinantes es una herramienta
biotecnoldgica indispensable para el estudio de proteinas en el campo de la investigacion, asi
como para aplicaciones biomédicas e industriales. En este sentido, Escherichia coli es el
organismo mas ampliamente utilizado para producir proteinas recombinantes (95). Esto se
debe a la facil implementacion, los tiempos cortos, el bajo coste, los altos niveles de
expresion y la amplia variedad de herramientas genéticas disponibles en E. coli (96). A pesar
de los avances en el campo de las proteinas recombinantes, no todas logran expresarse de
forma soluble y homogénea en este sistema, lo que requiere la evaluacion de pardmetros
como la fusion a diferentes proteinas potenciadoras de la solubilidad, la traslocacion de la

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

La expresion recombinante de gingipainas presenta grandes desafios, debido a su actividad
proteolitica, su plegamiento y su complejo proceso de maduracion. Por estas razones, se
considera que la expresion heterdloga en un sistema sencillo como E. coli podria no ser viable
(98). Esto se ve reflejado en el tinico intento reportado de expresion recombinante en E. coli
por Margetts y colaboradores (99), en el que se proponen expresar solamente el dominio
catalitico de RgpA. Si bien logran su expresion recombinante, la proteina resulta ser insoluble
en el extracto bacteriano. Luego de los intentos de solubilizacion, la pobre actividad catalitica
de la RgpA recombinante contribuy6 a considerar la expresion de estas proteasas en E. coli
como una alternativa poco conveniente respecto a su expresion 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 gingipainas, y de RgpB especificamente (44, 69, 71, 100-
102).

Tomando en consideracion los desafios reportados de la expresion de gingipainas en E. coli
¥, especialmente, la potencial toxicidad como una limitante, Mikolajczyk y colaboradores
(103) exploran la posibilidad de producir la RgpB en un sistema de expresion eucariota.
Utilizan Saccharomyces cerevisiae YG227 para expresar distintas versiones de RgpB
fusionadas a FLAG-tag, logrando la expresion recombinante del zimogeno de RgpB, con su

propéptido y dominio C-terminal, con un rendimiento de entre 10 y 20 ug/L. Sin embargo,
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no se obtiene la totalidad de la RgpB en su forma madura al final de la purificacion, estando
presentes varios intermediarios del zimdgeno parcialmente procesados. A su vez, el bajo
rendimiento obtenido respecto a la expresion en P gingivalis, lleva a considerar esta

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

Existen multiples sistemas de expresion eucariotas, como las levaduras, las células de insecto
y las lineas celulares de mamifero. Estos sistemas se caracterizan por su capacidad de realizar
multiples puentes disulfuro y, especialmente, por realizar modificaciones postraduccionales
en las proteinas (95). Estas son especialmente relevantes cuando se trata de la produccion de
proteinas humanas para aplicaciones biomédicas, donde sus modificaciones
postraduccionales como glicosilaciones, pueden impactar directamente en su actividad e

inmunogenicidad, imponiendo restricciones en la seleccion del sistema de expresion (104).

La linea celular Schneider 2 (S2) es una linea celular de insecto derivada de un cultivo
primario de embriones en fase tardia de Drosophila melanogaster (105). Constituye una
alternativa a la expresion de proteinas en células de mamifero, presentando ventajas como un
mayor rendimiento, y la capacidad de alcanzar altas densidades celulares sin requerimientos
de COz2 ni suero fetal bovino para el crecimiento (106). Este sistema permite la expresion
inducible de proteinas, con la posibilidad de secretarlas al exterior celular. Esto permite
reducir la potencial toxicidad por la acumulacidn de la proteina recombinante, y facilitar el
posterior proceso de purificacion, ya que las S2 expresan pocas proteinas hacia el espacio
extracelular, reduciendo la cantidad de proteinas contaminantes en la fraccion obtenida (107).
El Laboratorio de Inmunovirologia del Institut Pasteur de Montevideo (IPMon) presenta una
amplia experiencia en la produccion de proteinas recombinantes en este sistema (108—110).
Resulta de particular relevancia la experiencia expresando una proteasa viral en S2 (Flo y
colaboradores, no publicado), ya que la actividad catalitica y las consecuencias biologicas
del clivado de enlaces peptidicos, hace que las proteasas sean proteinas desafiantes para la
expresion heterdloga. La produccion de proteasas exogenas en E. coli, especialmente no
reguladas por mecanismos inhibitorios como la expresion de su forma zimogénica, representa
un estrés critico para la bacteria que a menudo resulta en la formacidon de cuerpos de
inclusion, la toxicidad celular o la ausencia de expresion (111). Por lo que, resulta interesante

explorar sistemas de expresion alternativos para la obtencion de una proteasa soluble y activa.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Lograr la expresion recombinante de la proteasa de cisteina RgpB de P. gingivalis, para

identificar inhibidores que potencialmente atentien o eliminen la patogenicidad de la bacteria.
2.2. Objetivos especificos

1. Producir RgpB de forma recombinante en E. coli y en la linea 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. Metodologia
3.1. Materiales
3.1.1. Plasmidos

Los plasmidos 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
plasmido pCoPuro se obtiene de Thermo Fisher Scientific (EE. UU.). El plasmido p7 TEVdt
disefiado por Dalla Rizza y colaboradores (112) se obtiene del Laboratorio de

Inmunovirologia del IPMon.
3.1.2. Cepas y linea 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 expresion E. coli Rosetta(DE3)pLysS, en adelante referida

como Rosetta, se obtiene de Merck (Alemania).

La linea 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 bacteriologico.
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
K2HPOs4, pH 7,2.

Medio de Autoinducciéon ZYM-5052: 1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% glicerol,
0,2% lactosa, 0,05% glucosa, 25 mM NaxHPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM
Naz2S04, 2 mM MgSO4, pH 7.

Medio Insect-XPRESS™: medio de cultivo de células de insectos libre de proteinas 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 pm 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 pm.

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

esterilidad utilizando un filtro de 0,22 pm.

IPTG 1 M: 2,38 g de IPTG en 10 mL de agua ultrapura, filtrado en esterilidad utilizando un
filtro de 0,22 pm.

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

transfeccion de células S2, se filtra en esterilidad utilizando un filtro de 0,22 pm.

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

pm.

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

utilizando un filtro de 0,22 pm.

Cisteina 0,5 M: 0,61 g de cisteina en 10 mL de agua destilada, filtrada utilizando un filtro de
0,22 pm.

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

Solucién de desteiiido 1: 40% etanol, 7% acido acético.

Solucién de desteniido 2: 7% acido acético, 5% etanol.

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

CdCI> 10 mM: 18,3 mg de CdClzen 10 mL de agua destilada, filtrado en esterilidad utilizando
un filtro de 0,22 pm.
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Las soluciones amortiguadoras utilizadas se detallan en las secciones correspondientes.
3.2. Reactivos generales

Todos los reactivos detallados a continuacion son de grado analitico. Los solventes acido
acético glacial y etanol 95% se obtienen de Drogueria 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): B-mercaptoetanol, acrilamida/bisacrilamida 29:1, acetato de
sodio, azul de bromofenol, azul de Coomassie R-250, azul de tripan, Bis-Tris, cisteina,
cloruro de amonio, cloruro de cadmio, cloruro de calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio,
DTT, EDTA, extracto de levadura, fosfato de potasio monobasico, fosfato de sodio dibasico,
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 antibidticos ampicilina, carbenicilina y cloranfenicol se obtienen de Sigma-Merck. Las
soluciones de Pen-Strep (penicilina 10000 Ul/mL y estreptomicina 10000 pug/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 biologia molecular, soluciones comerciales, sustratos enzimaticos,

columnas, resinas y filtros utilizados se detallan en las secciones correspondientes.
3.3. Procedimientos generales
3.3.1. Construccion de vectores de expresion

Se disefian dos vectores para la expresion recombinante de RgpB, uno para E. coli y otro para
linea celular de insecto S2. Con el fin de limitar potenciales problemas de toxicidad asociados
a la expresion de una proteasa activa, se opta por expresar el zimogeno de RgpB (Pro-RgpB),
que comprende el propéptido y dominio catalitico de la gingipaina, y tiene una actividad

proteolitica limitada.

La secuencia del propéptido y dominio catalitico de la RgpB, que comprende de GIn25 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-maduracion, se sustituye el sitio de
hidrolisis nativo (NYEATR) por el sitio de corte de la proteasa TEV (ENLYFQS) (Figura
3.1).

A. Constructo 6xHis-Trx-Pro-TEV-RgpB

TEVpws, p0FEkcGSHAAH
MRGSHHHHHHGSSG VFMENLYF@SYTP...

R e T Le-ms === kDa

- Propéptido RgpB 85,5

B. Constructo TST-Pro-TEV-RgpB

RSGWSHPQFEK(GGGS)WSHPQFEKSGS... VFMENLYF@ISYTP...
S, e bbeceed b pooodioo i KkDa

BiP, Propéptido RgpB 77,1

50 aa

Figura 3.1. Representacion de las construcciones para la expresion de RgpB. A. Constructo para
E. coli. El dominio catalitico 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 StrepTaglI® seguido de una etiqueta 6xHis (112). En el extremo N-terminal
se representa en negro el /inker 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 sefial de
exportacion BiP, seguida de un linker (en negro) que posee un Twin-Strep-tag® representado en
naranja.

Para la expresion en E. coli, se incluye una etiqueta de polihistidinas (6xHis) en el extremo
N-terminal, para facilitar su purificacion por IMAC, seguido de la proteina de fusion
tiorredoxina de E. coli (Trx) (Figura 3.1 A), de forma de incrementar la solubilidad de la
proteina recombinante. Este constructo se realiza sobre un vector pET-32a modificado por
Correa y colaboradores (113), el cual confiere resistencia a antibidticos B-lactadmicos y
contiene el promotor T7, derivado del bacteriéfago T7, con el operador lac incorporado para
la expresion de la proteina por la ARN polimerasa T7 (Figura 3.2 A). El represor lac se une
al operador e inhibe la transcripcion, que puede ser revertida por el agregado de lactosa o

IPTG, induciendo la expresion de la proteina recombinante.
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Para la expresion en S2, se agrega una etiqueta Twin-Strep-tag® en el extremo N-terminal,
permitiendo la purificacion por cromatografia 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 antibidticos B-lactadmicos para el clonado en E.
coli, y contiene el promotor de metalotioneina de Drosophila para la expresion inducible por
cationes metalicos divalentes como Cu** 0 Cd**, seguido de la sefial de exportaciéon BiP para
la traslocacion de la proteina recombinante hacia el reticulo endoplasmatico e ingreso por la

via secretoria (Figura 3.2 B).

Para ambas proteinas expresadas, el corte con la TEVp permite separar el propéptido y las
etiquetas de purificacion, del dominio catalitico de la RgpB, permitiendo obtenerla en su

forma activa al final de la purificacion.

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

obtienen por sintesis de GenScript.

A B

BxHis| T7 terminator)
Strep-Tag II AmpR promoter’
N AmpR promoter’ . Ay M13 fwd
LN

) W — 3 e
: { — P —N\‘

AmpR
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. / Al
y @ Strep-Tag 11
// 4 Strep-Tag II

\
1 ‘ ‘ Pro-RgpB_tev_pDroExt-PRW
Pro-RgpB_tev_T7Trx | 5608 bp
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]
" lbom \
(rop) (CAP binding site) 4.
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lac operator)
M13 rev.

TEV site
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RES 4
lac operator)
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S
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5V40 poly(A) signal
Strep-Tag II

Figura 3.2. Representacion de los plasmidos para la expresion de RgpB. A. Plasmido pRgpB_Ec
para la expresion en E. coli. B. Plasmido pRgpB_S2 para la expresion en la linea celular S2.
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3.3.2. Preparacion 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 ODeoo usando el espectrofotdémetro OD600

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

Se vierte el cultivo crecido en tubos conicos 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 suspension celular en hielo por 30 min. Se centrifuga nuevamente
a 2500 gy 4°C por 8 min, y se descarta el sobrenadante. El pellet celular se resuspende en 1
mL de CaClz 0,1 M estéril a 4°C y se agregan 125 uL de glicerol 50% estéril a 4°C. Se
alicuota la suspension de células de a 50 puL en tubos de microcentrifuga y se almacenan a -

80°C hasta su uso.
3.3.3. Transformacion de E. coli por choque térmico

Para transformar las células quimiocompetentes de E. coli XL1 o Rosetta, se parte de
plasmidos a una concentracion de 100 ng/uL. Se agregan 2 pL del plasmido correspondiente
a 50 pL 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 uL de
medio LB y se incuban a 37°C y 650 rpm por 1 h. Se plaquean 200 uL de células en medio
LB Agar suplementado con ampicilina 100 pg/mL para seleccionar las células que hayan
introducido el plasmido de interés. En el caso de los plasmidos transformados en E. coli
Rosetta, se suplementa también con cloranfenicol 34 pug/mL para seleccionar las células que

tengan a su vez el plasmido pRARE. Las placas se incuban ON a 37°C.
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3.3.4. Obtencion de vectores de expresion

Los plasmidos pRgpB Ec y pRgpB_S2 liofilizados se reconstituyen en agua ultrapura, para
una concentracion de 100 ng/uL. Se procede a transformar E. coli XLL1 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 plasmidos pRgpB Ec y pRgpB S2,
respectivamente, y se incuban ON a 37°C y 220 rpm.

Se purifica el plasmido pRgpB_Ec a partir de 10 mL del cultivo crecido utilizando el kit de
minipreparacion Monarch® Plasmid Miniprep Kit (#T1010) de New England Biolabs (EE.
UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo el ADN en 50 pL de agua
ultrapura. Mientras que el plasmido pRgpB S2 se purifica a partir de los 200 mL de cultivo
crecido empleando el kit de maxipreparacion PureLink ™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep
Kit (Thermo Fisher Scientific, #K210017) siguiendo las instrucciones del fabricante y

resuspendiendo el ADN en 200 uL de agua ultrapura.

Finalmente, se determina la concentracion de ADN plasmidico mediante la medida de
absorbancia a 260 nm, en el espectrofotdémetro DS-11 FX+ de DeNovix (EE. UU.). Se evalua
la pureza mediante los cocientes 260/230 y 260/280.

3.3.5. Expresion de RgpB recombinante en E. coli

Para la expresion recombinante de la Pro-RgpB en E. coli, se transforma la cepa de expresion
E. coli Rosetta quimiocompetentes por choque térmico con el plasmido 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 criopreservacion de la cepa transformada en
esterilidad, agregando 250 pL de glicerol 50% estéril y 750 pL 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. Expresion 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 ODsoo hasta la fase
logaritmica tardia del crecimiento bacteriano, con un valor de entre 1,8 y 2. Al alcanzar la
densidad optica deseada, se induce la expresion con 0,1 mM de IPTG y se estudia el efecto
de la temperatura en la expresion de la gingipaina incubando por 5 h a 37°C y 220 rpm, y
ON a 20°C y 220 rpm. Para estudiar el efecto de la concentracion de inductor, se expresa

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

Se utiliza el medio de autoinduccion 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 pg/mL y cloranfenicol 34 pug/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 incubacion de cada cultivo, se recuperan las células por centrifugacion
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 purificacion.

Se descongela la suspension celular y se afiaden de 2,5 UI/mL de DNAsay 10 mM de MgSOs,
incubando 15 min. Luego, se realiza una lisis bacteriana por sonicacion, 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 gy
4°C por 30 min, para separar las proteinas solubles de las insolubles. La fraccion soluble se

utiliza posteriormente para purificar la RgpB.

Se analizan las proteinas presentes en el extracto, fraccion soluble e insoluble de cada

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

Para analizar la composicion proteica de las muestras, se realiza una electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante con SDS, utilizando acrilamida al 10%. Se estima la
concentracion de proteinas 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 concentraciéon de proteina de 1 pg/ul. Se
desnaturalizan las proteinas incubando las muestras a 95°C por 10 min y se siembran 10uL
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 tifie el gel con solucion de Coomassie por 45 min en
agitacion. Se destifie con solucion de destefiido 1 por 30 min, y luego con solucion de

destefiido 2 por 1 h, para visualizar las proteinas presentes.
3.3.8. Purificacion del zimégeno de RgpB por IMAC

Para la purificacion de la Pro-RgpB producida en E. coli se filtra la fraccion de proteinas
solubles utilizando un filtro de 0,45 um Minisart® NML Standard Syringe Filter, Surfactant-

free Cellulose Acetate (Sartorius) y se evallian dos sistemas de purificacion por IMAC.
3.3.8.1. Purificacion 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 fraccion soluble, y se incuba en agitacion suave por 1 h a temperatura
ambiente. Se vierte la fraccion en una columna de purificacion abierta y se bombea la fraccion
no unida (o percolado) con una bomba peristéltica a un flujo de 3 mL/min. Se realiza un
lavado con 15 mL de amortiguador A1, y se eluye la proteina 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 elucion 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. Purificacion por IMAC en FPLC

Se carga la fraccion filtrada en una columna pre-empacada HiTrap ™ IMAC HP de 5 mL
(Cytiva, #17092005), previamente equilibrada con amortiguador A1, utilizando una bomba
peristaltica a un flujo de 2 mL/min. Se recoge el percolado y se conecta a un sistema de
cromatografia 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 concentracion 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. Purificacion del zimégeno de RgpB por IEX

Previo a la digestion 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 union (50 mM Tris pH 8, 10 mM NaCl). Se inyecta la muestra en un sistema
de cromatografia AKTA Pure 25 y se purifica utilizando una columna MonoQ ™ 5/50 GL
(Cytiva, #17516601). Se colecta el percolado y se realiza una primera elucion en un gradiente
de 0 a 50% de amortiguador de elucion (50 mM Tris pH 8, 1 M NaCl), y finalmente a 100%.

Se analizan las fracciones obtenidas de la purificacion por SDS-PAGE.
3.3.10. Expresion y purificacion de la proteasa TEV

Se transforman E. coli Rosetta quimiocompetentes por choque térmico con el plasmido
p7 _TEVdt, para la expresion de la TEVp fusionada a las etiquetas 6xHis y StrepTaglI®. 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 ODeoo de entre 0,8 y 1, se induce la expresion con 1 mM de IPTG y se incuba ON a 20°C
y 220 rpm. Se recuperan las células por centrifugacion 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, | 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 purificacion.
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Se descongela la suspension celular y se agregan 2,5 UI/mL de DNAsay 10 mM de MgSOx,
incubando 15 min. Se lisan por sonicacion y se centrifuga a 30000 g y 4°C por 30 min. Se
filtra la fraccion soluble utilizando un filtro de 0,45 pm (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
proteina eluida se dializa contra un amortiguador de dialisis 2 (50 mM Tris pH 8, 150 mM
NaCl, 2 mM DTT), se analiza la pureza por SDS-PAGE y se alicuota de a 500 pL en tubos

de microcentrifuga. Se almacenan a -80°C hasta su uso.
3.3.11. Activacion de RgpB por digestion con TEVp y posterior purificacion

Se realiza la digestion de 1a Pro-RgpB purificada con la TEVp, agregando 1 mg de la proteasa
por cada 10 mg de proteinas totales presentes la fraccion, estimando la concentracion de
proteinas 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 dialisis 1 (50 mM Tris
pH 8, 300 mM NacCl, 5 mM CaClz, 2 mM DTT), incubando ON, en agitacion a 4°C.

Se recupera la fraccion dializada y se realiza una segunda purificacion por IMAC, agregando
1 mL de resina de afinidad Ni Sepharose™ HP y se incuba por 30 min a temperatura
ambiente. Se vierte la fraccidn en una columna de purificacion 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 purificacion 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 espectrometria de masas en un espectrometro Orbitrap
Exploris™ 240 Mass Spectrometer asociado a un nano-HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientific), operado por personal de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del

IPMon.
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3.3.12. Purificacion de RgpB por cromatografia de afinidad a benzamidina

Se realiza una cromatografia de afinidad a benzamidina de la RgpB purificada por dos IMAC.
Para ello, se diluye el percolado de la segunda IMAC en amortiguador de union para reducir
la fuerza i6nica a 100 mM de NaCl. Se agregan 500 uL de resina de afinidad Benzamidine
Sepharose ™ 4 Fast Flow (High Sub) (Cytiva, #17512310) a la fraccion y se incuban por 30
min a temperatura ambiente. Se vierte la fraccion en una columna de purificacion abierta y
se deja eluir por gravedad, realizando luego un lavado con 5 mL de amortiguador Tris (50

mM Tris pH 8, 5 mM CaCl).

Se realizan dos eluciones agregando, en cada una, 1 mL de amortiguador Bis-Tris (50 mM
Bis-Tris pH 6, 5 mM CaClz). Se repiten las eluciones con amortiguador acetato (50 mM
acetato de sodio pH 4,25, 5 mM CacClz) y luego con amortiguador glicina (50 mM glicina pH
3, 5 mM CaClz). Se concentran las fracciones obtenidas por ultrafiltracion 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 Inmunovirologia del IPMon. En condiciones de esterilidad, se
colocan en 10 mL de medio Insect-XPRESS suplementado con penicilina 50 Ul/mL y
estreptomicina 50 ug/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 camara de Neubauer,
utilizando azul de Tripan 0,05% para determinar la cantidad y viabilidad celular. Se agregan
4 mL del medio de cultivo, para una densidad celular de 4x10° 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 7x10° células/mL,
utilizando parte del medio condicionado ademas 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.

40



3.3.14. Expresion de RgpB recombinante en S2

Para la obtencion de una linea celular productora de Pro-RgpB, se realiza una transfeccion
estable. Para ello, se cultivan células S2 a una densidad de 5x10° 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
uL de MaxCyte® electroporation buffer (Cytiva) para una densidad de 1x10® células/mL. Se
realiza una co-transfeccion de los plasmidos pRgpB S2 y pCoPuro en una relacion 2:1,
agregando 160 y 80 pg, respectivamente, y se electroporan siguiendo el protocolo del
fabricante en un electroporador EXPERT STx™ de MaxCyte (EE. UU.). Se realiza una co-
transfeccion control con el plasmido pCTRL, que codifica para una proteina previamente

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

Posteriormente, se agregan 20 pL. de DNAsa 5 Ul/uL y 400 pL 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 seleccion en los matraces con medio Insect-XPRESS
suplementado con penicilina 50 Ul/mL, estreptomicina 50 pg/mL y puromicina 6 pg/mL,
incubando a 28°C y 100 rpm por 72 h. Finalmente, se induce la expresion a una densidad de
5x10° células/mL con 5 uM CdCl>. Se toman muestras del sobrenadante a 24, 48 y 96 h post-

induccién y se analiza la expresion 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
plasmido control, y como control negativo uno sin transfectar. Luego, se realiza una
transferencia humeda de proteinas a una membrana de nitrocelulosa Amersham Protran

Premium 0.45 um 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 37°C 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 pL de BioLock Biotin blocking
solution de IBA Lifesciences (Alemania), y se incuba por 10 min a 100 rpm. Esta solucion
contiene avidina, que se une a biotina o a proteinas biotiniladas presentes en las muestras,
permitiendo evitar sefiales inespecificas al ser reconocidas por el conjugado Strep-Tactin®

HRP (IBA Lifesciences).

Se afiaden 20 mL de PBS-T con 20 pL de Strep-Tactin ® HRP 10 pg/mL en amortiguador de
enzima (0,2% BSA, 0,1% Tween en PBS 1X), para una concentracion 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. Cuantificacion de RgpB

Para la cuantificacion 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 tincion de proteinas de una
muestra por el Azul de Coomassie G-250, revelando a 595 nm (115). En una placa de 96
pocillos, se agregan 250 uLL de Bradford Protein Assay Reagent (Thermo Fischer Scientific)
y 5 uL de muestra. Se incuban por 5 min a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a
595 nm. Se realiza una curva de calibracion utilizando A/bumin Standard (Thermo Fischer

Scientific).

La cuantificacion por la medida de absorbancia a 280 nm se realiza en un espectrofotdmetro
Cary Eclipse Fluorescence Spectrometer (Agilent), utilizando el coeficiente de extincion
molar de la RgpB de 49850 M 'cm! calculado por la herramienta ProtParam (116) a partir

de la secuencia aminoacidica.

Se determina la proporcion de RgpB presente en la muestra por densitometria de las proteinas
presentes en la SDS-PAGE utilizando el software Imagel, siguiendo el protocolo de analisis

de geles en una dimension (117).
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3.3.17. Determinacion de la actividad

Se determina la actividad de la RgpB producida mediante un ensayo fluorométrico, basado
en la hidrolisis del sustrato peptidico 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 pL de
amortiguador de actividad 2X (200 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) suplementado con 2 de
DTT o B-mercaptoetanol, o0 20 mM de L-cisteina, para evaluar el efecto de diferentes agentes
reductores, y 5 mM de CaCl. Se agregan 50 uL RgpB 4X para concentraciones finales de 1,
5, 10, 20 y 50 nM. Como control positivo, se agregan 50 uL de tripsina 4X para una
concentracion final de 0,6 nM, y 100 pL de amortiguador de uniéon. Como blanco se utilizan

150 puL de amortiguador de actividad.

Se incuba la placa 10 min a 37°C y se agregan 50 uL de sustrato 4X para una concentracion
final 5 uM en el pocillo. Se registran las unidades de fluorescencia relativas (RFU) de AMC
a 460 nm, generadas por la hidrélisis del sustrato por RgpB durante 1 h a 37°C, con una
longitud de onda de excitacion 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 busqueda de potenciales compuestos inhibidores utilizando el sofiware
Chemfinder, a partir de subestructuras identificadas en inhibidores patentados para RgpA,
RgpB y Kgp (82, 83). La busqueda de compuestos que presenten las subestructuras
seleccionadas, se realiza en la quimioteca del Laboratorio de Biologia Redox de
Tripanosomatidos, determinando un porcentaje de similitud del 90%, indicando que los
fragmentos ingresados pueden superponerse como parte de estructuras mas complejas, y que

pueden estar presentes fragmentos adicionales en la molécula.
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4. Resultados y discusion
4.1. Expresion de RgpB recombinante
4.1.1. Expresion de Pro-RgpB en E. coli

En el presente trabajo, se expres6 la RgpB recombinante en la cepa de E. coli Rosetta como
parte de una construccidn inactiva, disefiada para activarse luego del tratamiento con la
proteasa TEV, de forma de evitar posibles problemas de toxicidad asociados a su actividad
proteolitica. A su vez, se expreso fusionada a Trx con el objetivo de aumentar la solubilidad

de la gingipaina.

La eleccion de la cepa E. coli Rosetta para la expresion de la RgpB se basa en la experiencia
positiva del Laboratorio de Inmunovirologia en la expresion de proteasas recombinantes
utilizando esta cepa. Se caracteriza por ser una derivada de la cepa BL21, disefada para
mejorar la expresion de proteinas eucariotas que contienen codones que rara vez se utilizan
en E. coli. Los codones estan codificados en el pldsmido pRARE, que confiere resistencia a

cloranfenicol. Por esta razon, 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 humedo en 500 mL de cultivo (16 g/L), mientras que la expresion en medio de
autoinduccion alcanzo un rendimiento de 1,2 g de pellet himedo en 50 mL de medio (24
g/L). Para evaluar la expresion de la gingipaina, se lisé el pellet bacteriano y se analizaron
por SDS-PAGE las fracciones de proteinas 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. Evaluacion del efecto de la temperatura en la expresion de RgpB por SDS-PAGE.
T, proteinas totales; P, proteinas insolubles o pellet; S, proteinas solubles. MPM, marcador de peso
molecular.

Se observa una banda intensa de aproximadamente 85 kDa en la fraccion de proteinas totales
de ambas condiciones evaluadas, correspondiente al peso molecular de la Pro-RgpB. Para la
proteina expresada a 37°C, se visualiza la presencia de dicha banda en la fraccion insoluble,
estando ausente en la fraccion soluble. Sin embargo, al expresar la gingipaina a 20°C, se
observa la banda de 85 kDa en la fraccion soluble, si bien la mayor parte de la proteina

pareceria estar presente en la fraccion insoluble.

Este resultado indica que la temperatura de induccion elegida para la expresion de la RgpB
afecta la solubilidad de la proteina. Esto es consistente con las caracteristicas de la produccion
de proteinas recombinantes en E. coli, donde la reduccion de la temperatura de expresion de
37°C a temperaturas entre 15 y 25°C tiende a mejorar la solubilidad de las proteinas
recombinantes (118). A temperaturas mas bajas, los procesos celulares se ralentizan, lo que
conduce a una disminucién en las tasas de transcripcion, traduccion y division celular,
favoreciendo una reduccion en la agregacion de proteinas (119, 120). Ademas, al disminuir
la temperatura, la velocidad de reaccion de las enzimas disminuye (121). Se ha observado
que el zimogeno de RgpB tiene una actividad catalitica nula o baja, con una kca/Km 80 veces

menor que la proteina madura (51, 103). La disminucién de la temperatura podria reducir la
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actividad catalitica residual de la gingipaina expresada, causando una menor agregacion de

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

A partir de este resultado, se optd por continuar expresando la RgpB a 20°C, y evaluar el
efecto de la concentracion de inductor en la expresion. En la Figura 4.2, se presenta una SDS-
PAGE comparando las fracciones de proteinas totales, insolubles y solubles de los extractos

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

Autoinduccion.
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Figura 4.2. Evaluacion del efecto de la concentracion de inductor en la expresion de RgpB por
SDS-PAGE. T, proteinas totales; P, proteinas insolubles o pellet; S, proteinas 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 proteina se encuentra
mayoritariamente en la fraccion insoluble para todas las condiciones, pudiendo observarse la

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

La concentracion de inductor utilizada para la expresion, puede impactar en la cantidad de
proteina producida y de proteina soluble recuperada (122). Si bien la cantidad de proteina
expresada puede aumentar a mayor concentracion 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 concentracion de IPTG en cepas como la Tuner™ (DE3), la cual deriva de la cepa de
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expresion BL21 (DE3) y contiene una mutacion en el gen lacY, para permitir la captacion del
inductor inicamente por difusion pasiva. Esto permite ajustar con precision el nivel de
induccidon y promover, en algunos casos, la produccién de proteina soluble (123). Esto
explicaria por qué no se obtiene una clara tendencia en la cantidad de Pro-RgpB expresada,

a medida que aumenta la concentracion del inductor.

La concentracion de IPTG suele ser un parametro que requiere ponerse a punto para la
expresion de una proteina 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 proteinas que alcanzan mejores rendimientos de proteina
soluble al reducir la concentracion de IPTG entre 0,1 y 0,5 mM (124-126). Considerando el
resultado obtenido al inducir la expresion 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 proporcion de proteina soluble obtenida, respecto a la induccion inicial con 0,1

mM.

Cuando se utilizo6 la estrategia de autoinduccion con el medio desarrollado por Studier (114),
se observa una banda de 85 kDa muy estrecha en la fraccion de proteinas solubles, estando
presente mayoritariamente en la fracciéon insoluble. Esta estrategia se basa en la
metabolizacion diferencial de los azlcares presentes en el medio ZYM-5052 para inducir la
expresion. La glucosa se metaboliza preferentemente en la proliferacion celular, permitiendo
alcanzar una alta densidad celular y evitando la absorcion de lactosa hasta su agotamiento,
generalmente en la fase logaritmica media o tardia del crecimiento. Cuando comienza a
absorberse la lactosa, la enzima B-galactosidasa la convierte en el inductor alolactosa, que
provoca la liberacion del represor lac e induce la expresion de la ARN polimerasa T7 a partir
del promotor lacUVS, y desbloquea el promotor T7lac, lo que permite la expresion de RgpB.
Dado que la lactosa no es una fuente de carbono eficiente para la produccion continua de
proteina luego de la autoinduccion, el medio incluye glicerol, que favorece un crecimiento a

alta densidad sin interferir con la expresion.

La expresion de proteinas recombinantes en un medio de autoinduccion puede beneficiar la

solubilidad, ya que esta estrategia pareceria tener un menor impacto en la agregacion de las
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proteinas mal plegadas respecto a la induccion con IPTG (122). Sin embargo, al expresar la
Pro-RgpB en ZYM-5052 se obtuvo una menor proporcion de proteina soluble que al inducir
con IPTG. Esto podria deberse a la reportada toxicidad de las gingipainas para E. coli. El
aumento del tiempo de incubacion de 16 a 48 h, podria haber promovido la agregacion de la
proteina expresada, formando cuerpos de inclusion para reducir la toxicidad a la célula
huésped. A su vez, el medio ZYM-5052 puede ser un buen punto de partida para la expresion
de proteinas por autoinduccion, pero las concentraciones de glucosa, lactosa y glicerol

requieren de optimizacion para obtener la mayor cantidad de proteina soluble (122, 127).

En base a estos resultados, se selecciona la expresion a 20°C en medio TB inducido con 0,2
mM de IPTG como la condicion que otorgd la mayor proporcion de proteina expresada en la

fraccion soluble.

La expresion soluble de la Pro-RgpB es un punto que podria continuar optimizandose, ya que
al observar la Figura 4.2, la mayor proporcion de proteina expresada se encuentra en la
fraccion insoluble, para todas las condiciones evaluadas. Una posible alternativa para mejorar
la solubilidad podria ser evaluar la fusion a distintas proteinas solubilizadoras, utilizando la
bateria de vectores para E. coli desarrollada por Ortega y colaboradores (96), que permite
evaluar de forma sencilla la expresion de una proteina recombinante con cinco proteinas que
mejoran la solubilidad (SUMO, DsbC, MBP, CelD o GST) ademas de la fusion a Trx ya

evaluada.
4.1.2. Expresion de Pro-RgpB en S2

Tomando en consideracion los desafios reportados de la expresion de gingipainas en E. coli,
especialmente la potencial toxicidad como una limitante, se explord la posibilidad de
producir la RgpB en la linea celular S2, un sistema de expresion eucariota proveniente de
Drosophila melanogaster, capaz de secretar la proteina recombinante. Para ello, se expreso
la gingipaina como parte de una construccion inactiva, disefiada para activarse luego del corte
con la proteasa TEV. Se incluye en el extremo N-terminal, la sefial de exportacion BiP para
la expresion extracelular de la proteina, para facilitar su posterior purificacion del
sobrenadante del cultivo y limitar potenciales problemas de toxicidad por acumulacion en el

interior celular.
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En la Figura 4.3 se presenta un Western blot evaluando la expresion de la Pro-RgpB a las 24,
48 y 96 h de la induccion del cultivo, utilizando el conjugado Strep-Tactin® HRP el cual
consiste en una estreptavidina ingenierizada para la unién especifica a los péptidos
StrepTaglI® y Twin-Strep-tag®, conjugada a la peroxidasa de rabano. Esta etiqueta de
afinidad permite la deteccion de proteinas que poseen estas etiquetas, como la Pro-RgpB y

la proteina utilizada como control de la expresion.

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 expresion, pudiendo apreciarse
un aumento en la cantidad de proteina con el paso de los dias. En el sobrenadante de células
transfectadas con el pCTRL, que expresan el dominio de union al receptor de la proteina 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.
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Figura 4.3. Evaluacion de la expresion de RgpB en S2 mediante Western blot. pRgpB S2,
sobrenadante de células transfectadas con el plasmido pRgpB S2 pasadas 24, 48 y 96 h de la
induccion. pCTRL, sobrenadante de células transfectadas con plasmido control, 48 h post-induccion.
NT, sobrenadante de células no transfectadas. MPM, marcador de peso molecular.

La Pro-RgpB expresada pareceria tener un peso molecular mayor al esperado, de
aproximadamente 90 en lugar de 77 kDa. Esto podria explicarse por la glicosilacion de la

proteina expresada, ya que las S2 son capaces de realizar tanto N-glicosilacion en residuos
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de arginina, como O-glicosilacion en residuos de serina y treonina. La glicosilacion
disminuye la migracion de las glicoproteinas en una SDS-PAGE, por la pobre interaccion de
los glicanos con el SDS, lo que resulta en un mayor peso molecular aparente (128). Para
confirmar esto, se podria desglicosilar la proteina y analizar si su peso molecular disminuye

en un Western blot.

Durante la expresion de la Pro-RgpB, se observa un aumento progresivo en la intensidad de
la banda con el paso de los dias, lo que sugiere que extender el tiempo de incubacion hasta
una semana podria incrementar la cantidad de proteina producida, contribuyendo a mejorar
el rendimiento de la expresion en este sistema. De hecho, el tiempo de expresion de una
proteina recombinante en células S2 es un pardmetro a optimizar. Se ha observado que
algunas proteinas producidas en este sistema, como la proteina control, alcanzan altos niveles
de expresion ya a las 48 h post-induccion (109). Sin embargo, otras requieren periodos mas
prolongados, siendo necesario incubar los cultivos por hasta una semana para obtener

cantidades adecuadas para su uso posterior (108, 110).

De todas formas, se deberia confirmar que la proteina expresada corresponde efectivamente
la Pro-RgpB vy si es activa. Para ello, se podria realizar una identificacion por espectrometria
de masas. Posteriormente, se deberia purificar a partir del sobrenadante para evaluar el

rendimiento final del proceso, y evaluar la actividad catalitica de la RgpB obtenida.
4.2. Purificacion de RgpB expresada en E. coli
4.2.1. Purificacion por dos IMAC

Para la purificacion de la RgpB producida en E. coli, se disefio una estrategia inicial a partir

de la fraccion de proteinas solubles obtenida (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Esquema de la estrategia de purificacion inicial por dos IMAC. Representacion
realizada con BioRender.

Se realizd un primer paso de purificacion por IMAC, la cual se basa en la interaccion
especifica de una cadena de polihistidinas y cationes metalicos como el niquel. Los iones
metalicos estdn unidos a ligandos quelantes, que a su vez se encuentran unidos
covalentemente a una matriz polimérica insoluble. Este método permite separar proteinas
con una etiqueta de afinidad de histidinas (6xHis), como el incorporado en la construccion
de la Pro-RgpB, debido a la interaccion de los residuos de histidina con los cationes de niquel
inmovilizados, mientras que otras proteinas sin la etiqueta o con baja afinidad por el niquel,
fluyen a través de la columna. Un paso de lavado posterior ayuda a eliminar las proteinas
unidas de forma no especifica, y el agregado de un amortiguador con alta concentracion de
imidazol, que actua como un agente de desplazamiento compitiendo con los residuos de

histidina por la interaccion con el niquel, permite eluir la proteina de interés.

La obtencion de la RgpB recombinante activa requiere un corte proteolitico utilizando la
proteasa TEV, con el fin de separar el propéptido y la proteina de fusion, del dominio
catalitico. Para ello, se expreso y purificé una TEVp que contiene un StrepTaglI® seguido
de una etiqueta 6xHis, de acuerdo con el trabajo de Dalla Rizza y colaboradores (112). Se
realizd la digestion de la Pro-RgpB agregando 1 mg de TEVp por cada 10 mg de proteinas
totales en el eluido de la primera IMAC, incubando primero a temperatura ambiente y luego
a 4°C durante una dialisis para disminuir la concentracion de imidazol a menos de 10 mM.
Finalmente, se realizd un segundo paso de purificacion 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 purificacion de la RgpB por dos IMAC.
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Figura 4.5. Evaluacion de la primera estrategia de purificacion por SDS-PAGE. Se muestran las
fracciones antes y después de inducir la expresion 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
fraccion dializada, la TEVp, y las fracciones de la IMAC 2 (percolado y eluido). Se indican en rojo
las bandas analizadas por espectrometria 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
fraccion 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 tamafios 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 si estd presente en el eluido. Mientras que
la banda de 50 kDa, se encuentra tanto en el percolado como en el eluido de la segunda

cromatografia.

Para corroborar la correcta expresion y purificacion de la Pro-RgpB en el eluido de la primera
IMAC, asi como también confirmar que la proteasa TEV cortd en el sitio previsto,
permitiendo separar la RgpB del resto de la construccion, se realizé un andlisis mediante
espectrometria 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 fusion Pro (Figura 4.6). Se
observa como la cobertura del propéptido termina en la GIn343 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 expresion de la RgpB en E. coli y su obtencion en el percolado de la segunda

IMAC al final de la purificacion.

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 tinicamente al propéptido. Por lo que, la presencia de la gingipaina en el
eluido de la IMAC 2 podria explicarse por la interaccion entre la RgpB y el propéptido, atin
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 interaccion entre
estos dominios. Se han identificado 82 interacciones individuales entre la RgpB y su
propéptido incluyendo tres puentes salinos, una interaccion proteina-metal, veintiin puentes
de hidrégeno e interacciones hidrofobicas entre once residuos del propéptido y trece del
dominio catalitico (64). Por lo tanto, la fuerte interaccion entre los dominios podria ser
suficiente para provocar que la RgpB quede retenida en la columna, por su interaccion

indirecta con la matriz, mediada por el propéptido.
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A

>Pro-RgpB | 779 bp | Coverage: 676/779 = 0.87
MRGSHHHHHHGSSGMSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPIIDEI
ADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDA
NLAGSGSGSENLYGPLGSQPAERGRNPQVRLLSAEQSMSKVQFRMDNLQFTGVQTSKGVA
QVPTFTEGVNISEKGTPILPILSRSLAVSETRAMKVEVVSSKFIEKKDVLIAPSKGVISR
AENPDQIPYVYGQSYNEDKFFPGEIATLSDPFILRDVRGQVVNFAPLQYNPVTKTLRIYT
EIVVAVSETAEAGONTISLVKNSTFTGFEDIYKSVFMENLYFQSYTPVEEKENGRMIVIV
AKKYEGDIKDFVDWKNQRGLRTEVKVAEDIASPVTANAIQQFVKQEYEKEGNDLTYVLLV
GDHKDIPAKITPGIKSDQVYGQIVGNDHYNEVFIGRFSCESKEDLKTQIDRTIHYERNIT
TEDKWLGQALCIASAEGGPSADNGESDIQHENVIANLLTQYGYTKITIKCYDPGVTPKNIT
DAFNGGISLVNYTGHGSETAWGTSHFGTTHVKQLTNSNQLPFIFDVACVNGDFLFSMPCF
AEALMRAQKDGKPTGTVAIIASTIDQYWAPPMRGQDEMNEILCEKHPNNIKRTFGGVTMN
GMFAMVEKYKKDGENMLDTWTVFGDPSLLVRTLVPTEMQVTAPANISASAQTFEVACDYN
GAIATLSDDGDMVGTAIVKDGKAIIKLNESIADETNLTLTVVGYNKVTVIKDVKVEGTS

B

>RgpB | 436 bp | Coverage: 258/436 = 0.59
SYTPVEEKENGRMIVIVAKKYEGDIKDFVDWKNQRGLRTEVKVAEDIASPVTANAIQQFV
KQEYEKEGNDLTYVLLVGDHKDIPAKITPGIKSDQVYGQIVGNDHYNEVFIGRFSCESKE
DLKTQIDRTIHYERNITTEDKWLGQALCIASAEGGPSADNGESDIQHENVIANLLTQYGY
TKITKCYDPGVTPKNIIDAFNGGISLVNYTGHGSETAWGTSHEFGTTHVKQLTNSNQLPFT
FDVACVNGDFLFSMPCFAEALMRAQKDGKPTGTVAIIASTIDQYWAPPMRGQDEMNEILC
EKHPNNIKRTFGGVTMNGMFAMVEKYKKDGENMLDTWTVFGDPSLLVRTLVPTEMQVTAP
ANISASAQTFEVACDYNGAIATLSDDGDMVGTAIVKDGKAIIKLNESIADETNLTLTVVG
YNKVTVIKDVKVEGTS

Cc

>Pro | 343 bp | Coverage: 271/343 = 0.79
MRGSHHHHHHGSSGMSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEI
ADEYQGKLTVAKLNIDQONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDA
NLAGSGSGSENLYGPLGSQPAERGRNPQVRLLSAEQSMSKVQFRMDNLQFTGVQTSKGVA
QVPTFTEGVNISEKGTPILPILSRSLAVSETRAMKVEVVSSKFIEKKDVLIAPSKGVISR
AENPDQIPYVYGQSYNEDKFFPGEIATLSDPFILRDVRGQVVNFAPLQYNPVTKTLRIYT
EIVVAVSETAEAGONTISLVKNSTFTGFEDIYKSVFMENLYFQ
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Figura 4.6. Identificacién de proteinas por espectrometria de masas. Los péptidos identificados
se sefialan en azul. Se indica subrayado el sitio de corte de la TEVp A. Pro-RgpB. B. RgpB. C. Pro.

4.2.2. Alternativas de purificacion por dos IMAC

Si bien se obtuvo la RgpB al final de la purificacion inicial, la presencia de varias proteinas

contaminantes en la muestra llevé a modificar la estrategia de purificacion, con el objetivo

de incrementar la pureza de la RgpB obtenida. En la Figura 4.7 se esquematizan las dos

modificaciones evaluadas en la purificacion por dos IMAC.
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Lavado 20 mM IMZ -
Lavado 50 mM IMZ
Elucién 500 mM IMZ
- IMACT Incubacion IMAC 2 Percolado
Ni Sepharose HP con TEVpy Ni Sepharose HP
dialisis
B
|
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. con TEVpy Ni Sepharose HP
HiTrap HP didlisis

Figura 4.7. Esquema de las estrategias alternativas de purificacion por dos IMAC. Se evidencian
en rojo las modificaciones a la estrategia inicial. A. Purificacion con lavado adicional en IMAC 1, en
batch. B. Purificacion con lavado adicional y elucién en gradiente en IMAC 1, en sistema FPLC.
Representacion realizada con BioRender.

Por un lado, se incluyé un lavado adicional con 50 mM de imidazol a la purificacion en batch.
Mientras que, por otro lado, se sustituyo la resina de afinidad de la IMAC 1, por una columna
pre-empacada HiTrap ™IMAC HP. Con esta columna se realizé la purificacion en un equipo
de FPLC AKTA pure 25, con un flujo de 1 mL/min y deteccion en linea 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 purificacion en FPLC. Se
observa un unico pico estrecho con una absorbancia a 280 nm méaxima de aproximadamente
5500 mAU, en la elucion realizada en gradiente. Se recolectd este pico y se continud la
purificacion, 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 purificacion 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 purificacion evaluadas. Si bien estan presentes numerosas bandas de
pesos moleculares distintos a la gingipaina en ambas muestras, destaca como la RgpB
obtenida al purificar por IMAC en batch presenta una menor cantidad de proteinas
contaminantes respecto a la primera purificacion realizada (Figura 4.5). Al agregar un
segundo lavado, con una mayor concentracion de imidazol, se aumenta la competencia por
la interaccion con el niquel en la columna, logrando eluir aun mas proteinas unidas de forma

inespecifica, y obtener una mayor pureza al final de la purificacion.
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Figura 4.9. Comparacion de RgpB obtenida en estrategias adicionales de purificacion por dos
IMAC, mediante SDS-PAGE. Batch, purificacion por IMAC con resina de afinidad en batch. FPLC,
purificacion por IMAC en sistema FPLC. MPM, marcador de peso molecular.

La purificacion en un sistema FPLC presenta ventajas, como la posibilidad de eluir en un
gradiente de concentracion del amortiguador de elucion, permitiendo remover proteinas que
interaccionan con la matriz de forma inespecifica y recolectar la proteina de interés en base
a los picos obtenidos en un cromatograma. Sin embargo, al realizar la primera IMAC con
este sistema, se obtuvieron mas proteinas contaminantes respecto a la purificacion en batch.
Esto podria 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 utiliz6 1 mL. Al utilizar més cantidad de

resina, hay mas superficie de interaccion, pudiendo ocurrir mas interacciones inespecificas.

Por esta razon, se mantiene el uso de la resina de afinidad en la primera IMAC, y se incorpora
el lavado con 50 mM de imidazol, que permitiéo remover algunas proteinas contaminantes,

pero no fue suficiente para obtener la proteina pura.
4.2.3. Purificacion de RgpB por afinidad a benzamidina

La persistencia de proteinas contaminantes llevd a evaluar una cuarta estrategia de
purificacion de la RgpB, agregando un paso final de cromatografia de afinidad a benzamidina

(Figura 4.10).
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Elucién 500 mM IMZ
IMAC 1 Incubacion IMAC 2 Percolado AC Eluido a
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Figura 4.10. Esquema de la estrategia de purificacion con una cromatografia de afinidad a
benzamidina. Se evidencian en rojo las modificaciones a la segunda estrategia. Representacion
realizada con BioRender.

La benzamidina es un inhibidor especifico de proteasas como la tripsina, trombina y factor
Xa, y se caracteriza por su fuerte interaccion 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 proteinas presentes en la muestra. Tras
un paso de lavado para eliminar proteinas unidas de forma inespecifica, se eluye la proteasa
de interés usando un amortiguador con alta concentracion de un competidor, como

benzamidina libre, o0 modificando el pH (129).

Dada la reportada afinidad de las gingipainas por la benzamidina, se incluyd esta
cromatografia como paso final de purificacion, para lograr separarla de las proteinas
contaminantes (54). Se opto6 por eluir acidificando el pH, utilizando amortiguadores con pH

6; 4,25 y 3; al tener en cuenta que el punto isoeléctrico tedrico de la RgpB expresada es 5,15.

En la Figura 4.11 se presenta una SDS-PAGE evaluando la purificaciéon de la RgpB por
cromatografia 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 fraccion
no unida a la resina se visualizan varias proteinas, en las Ultimas cuatro fracciones no
solamente eluy6 la RgpB, sino que se observan numerosas proteinas contaminantes,

destacando como algunas se concentran respecto a la muestra de partida.
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Figura 4.11. Evaluacion de la purificacion por cromatografia 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 interaccion inesperada de las proteinas contaminantes con la resina de afinidad podria
explicarse por la baja fuerza i6nica de las soluciones amortiguadoras utilizadas, dando lugar
a interacciones inespecificas. A su vez, podria deberse a la posible interaccion de estas
proteinas con la RgpB, por ejemplo, en el subdominio tipo inmunoglobulina. Esto permitiria
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 incorporacién de una cromatografia de
afinidad a benzamidina fue ineficaz para reducir la cantidad de proteinas contaminantes, y
aumentar asi la pureza de la RgpB. Sin embargo, dado que la enzima interacciona con la
columna, se podria poner a punto la purificacién, por ejemplo evaluando soluciones

amortiguadoras de distintos pH y fuerza idnica.
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4.2.4. Purificacion de Pro-RgpB por intercambio ionico

Se evalu6 una ultima estrategia de purificacion para incrementar la pureza de la gingipaina,
agregando un paso de purificacion intermedio por cromatografia de intercambio i6nico, luego

de la primera IMAC (Figura 4.12).

A -a-

Lavado 20 mM IMZ 550 “-_ Elucién en — -
Lavado 50 mMIMZ ——* S E = gradiente
Elucion 500 mM IMZ I e aagec M NaCl
IMAC 1 ‘ ) Incubacién IMAC 2 Percolado
Ni Sepharose HP Desalting HiPrep 26/10 con TEV y Ni Sepharose HP
IEX MonoQ 5/50 GL dialisis

Figura 4.12. Esquema de la estrategia de purificacién con una cromatografia de intercambio
ionico. Se evidencian en rojo las modificaciones a la segunda estrategia. Representacion realizada
con BioRender.

La cromatografia de intercambio i6nico permite separar proteinas en funcion de las
diferencias en su carga neta superficial. En una cromatografia de intercambio anionico, las
proteinas 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 union, lo que permite eluir las proteinas segun su carga, liberando

primero las que tienen menor carga negativa y, posteriormente, las de mayor carga.

En la presente purificacion, se realizd un cambio de amortiguador del eluido obtenido de la
primera IMAC para disminuir fuerza idnica y permitir que las proteinas interaccionen con la
matriz cargada positivamente. La Pro-RgpB presenta una carga neta negativa a pH 8, dado
que su pl tedrico es de 5,19; pudiendo interaccionar con una matriz cargada positivamente.
Se inyect6 la muestra en una columna MonoQ 5/50 GL y se eluy6 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 composicion de

los picos se evalua por SDS-PAGE en la Figura 4.14.
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Figura 4.13. Cromatogramas obtenidos de la purificacion 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.
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Figura 4.14. Evaluacién de la purificacion de la Pro-RgpB por IEX mediante SDS-PAGE. Se
muestra la fraccion recuperada del cambio de amortiguador y los siete picos obtenidos en la elucion.
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 purificacion 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, Fy G.

La IEX se caracteriza por ser una técnica cromatografica que permite concentrar la proteina
de interés, ya que al eluir en un gradiente de NaCl, las proteinas con diferente carga se liberan
en momentos distintos, lo que facilita la recoleccion de la proteina en una fracciéon mas
concentrada. Sin embargo, al considerar ambos resultados, parecerian haberse perdido parte
de las proteinas presentes en la muestra. Esto podria deberse a una posible autoprotedlisis de
la RgpB, como resultado del cambio de amortiguador. La baja concentracion de sales y la
ausencia de CaClz, podrian haber desestabilizado la gingipaina en solucioén y provocar que
esta se autodigiera. Para comprobar esta hipotesis, deberia continuar estudidndose la
estabilidad de la RgpB en solucion, especialmente concentrada, en presencia y ausencia de

calcio, y a distinta fuerza idnica.

En definitiva, se logro purificar la RgpB producida de forma recombinante en E. coli, con
una pureza moderada. Tras evaluar cinco estrategias, se considera que la estrategia de
purificacion por dos IMAC, en batch, realizando lavados con 20 y 50 mM de imidazol fue la
mas efectiva. Esta permitié obtener la mayor cantidad de proteina soluble con una pureza

suficiente para el estudio de su actividad enzimatica.

Se realiz6é una purificacion final siguiendo la estrategia seleccionada, para posteriormente

evaluar la actividad de la RgpB (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Evaluacion de la purificacion final de RgpB por SDS-PAGE. MPM, marcador de
peso molecular.

Se podrian continuar evaluando estrategias para obtener la gingipaina pura, por ejemplo,
incorporando una SEC como paso de purificacion intermedio entre la primera IMAC y el
corte con la TEVp, o luego de tratar con la TEVp. Esta cromatografia permite separar
proteinas en base a su tamafio, por lo que seria util para separar la Pro-RgpB de las proteinas

contaminantes de tamafios inferiores y superiores que se observan en la SDS-PAGE.

Otra alternativa podria ser purificar la Pro-RgpB producida en S2. Esta proteina se expreso
en el sobrenadante del cultivo, el cual se caracteriza por tener una menor cantidad de
proteinas respecto al interior celular. Para esta purificacion, se podria realizar un paso de
captura por cromatografia de afinidad a Strep-tactin®, seguido de un corte con la proteasa
TEV y finalmente un segundo paso de cromatografia de afinidad a Strep-tactin®, para retener

el propéptido y la TEVp en la columna, y obtener la RgpB en el percolado.
4.3. Cuantificacion de la RgpB purificada

La concentracion proteica de la RgpB obtenida se estim6 utilizando dos métodos diferentes.

En primer lugar, se midi6 la absorbancia a 280 nm en un espectrofotdmetro, asumiendo un

63



coeficiente de extincién de 1 (mg/mL)! cm™! para una solucién al 0,1% (Abs 0,1%). De esta
forma, se obtuvo una concentracioén de proteinas de 0,35 mg/mL. Posteriormente, se estimé
la concentracion mediante el método colorimétrico de Bradford realizando una curva de
calibracion, cuyo resultado y ecuacion de la recta se presentan en el Anexo 1. Se determina

una concentracion de proteina de 0,15 mg/mL.

La medida de la absorbancia a 280 nm es un método directo para determinar la concentracion
de proteinas, basado en la absorbancia de la luz ultravioleta por los aminoacidos aromaticos
triptofano y tirosina, y por la cistina, residuos de cisteina unidos por enlace disulfuro (130).
Mientras que el ensayo de Bradford es un método colorimétrico permite cuantificar proteinas,
utilizando la capacidad del Azul de Coomassie G-250 para unirse a ciertos residuos
aminoacidicos como histidina, lisina, pero principalmente arginina (115). Por lo tanto, el
contenido de los aminoacidos mencionados en las proteinas de una muestra influye en los

resultados obtenidos para ambos métodos.

Las diferencias observadas con estos métodos para la RgpB podrian deberse no solo a la
composicion aminoacidica de las proteinas presentes, sino que también al coeficiente de
extincion elegido para cuantificar por absorbancia a 280 nm. En este método, se utiliza la
absorbancia medida para calcular la concentracion a partir del coeficiente de extincién molar
de la proteina ensayada. Para proteinas individuales, este valor puede estar reportado o puede
calcularse a partir de su secuencia aminoacidica. Sin embargo, en mezclas complejas, donde
se desconoce la identidad de una o mas proteinas, es dificil estimar correctamente este
coeficiente, y, por lo tanto, la concentracion calculada puede ser muy diferente de la real
(131). Por esta razon, se tomo la concentracion de proteinas determinada por método de

Bradford para la RgpB purificada.

Considerando la presencia de proteinas contaminantes, es necesario estimar qué porcentaje
de la fraccion de proteinas corresponde a la RgpB, para determinar con mayor exactitud su
concentracion en la muestra. Se utiliz6 el software Image] para establecer la intensidad de
cada una de las bandas presentes en el carril de la SDS-PAGE, utilizando el protocolo de
analisis de geles en una dimension. Se realizé 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 proteinas presentes en la muestra (Anexo 2). Por lo tanto, se estima que la concentracion
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de RgpB en la fraccion purificada es de 46,5 png/mL. Teniendo en cuenta que se obtienen 10

mL de la fracciodn, se logré 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
expresion de la gingipaina en S. cerevisiae, siendo el mayor rendimiento obtenido de una
produccion recombinante. Ademads, este rendimiento resulta comparable con los que se
obtienen al expresar la RgpB en P. gingivalis. Se alcanz6 un mayor rendimiento que los 0,5
mg por litro de cultivo obtenidos de la purificacion desde la cepa HG66 siguiendo el
protocolo de Potempa y Nguyen (41), y menor que los 2,4 mg/L de la purificacion 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
obtencion de la RgpB, teniendo las ventajas de la expresion en un sistema sencillo como E.
coli. Estas incluyen un menor tiempo de expresion, 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 expresion en E. coli sea técnicamente mas sencilla y

aplicable en condiciones de laboratorio tipicas.

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 purificacién propuestos podria disminuir el
rendimiento obtenido en el presente trabajo, otros aspectos de la purificacion podrian
mejorarse para contrarrestar la pérdida de la proteina. Por ejemplo, podria 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 proteina que no se uni6 a la matriz. A su vez, destaca como la TEVp
no logrd 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 esta reportado que este
agente quelante promueve su corte proteolitico (112). Si bien el agregado de EDTA podria
mejorar el corte, se ha reportado su capacidad de inhibir la RgpB por quelar los cationes
calcio (132). Por lo que, podria evaluarse el agregado de EDTA en la incubacion con la TEVp

previa a la dialisis, para retirarlo en el siguiente paso.
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Cabe mencionar que, durante la puesta a punto de la purificacion, la fraccion de proteinas
obtenida después de inducir la expresion debia diluirse con un factor de 2,5 para sembrarla
en una SDS-PAGE (Figura 4.5). En la purificacion final de la Figura 4.15, se observa como
esta fraccion (diluida en un factor de 2,5) esta considerablemente mas diluida. Esto indica
que la cantidad de proteinas obtenidas fue menor respecto a las producciones anteriores,
realizadas en las mismas condiciones. Una posible explicacion para esta disminucion, es que
en la ultima expresion se identifico una contaminacion con bacteriéfagos en los equipos
comunes utilizados para expresar y purificar proteinas del laboratorio, lo que podria haber
afectado negativamente la productividad. Los bacteriofagos se caracterizan por lisar las
células presentes en el cultivo, lo que provoca una disminucién de la densidad celular y como
consecuencia una menor expresion de la proteina de interés (133). Por esta razon, 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 peptidicos, teniendo solo como
especificidad un residuo de arginina en la posicion P1 (134, 135). Por esta razén, 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 hidrodlisis 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 utiles para medir la actividad de las gingipainas en muestras
obtenidas del cultivo de P. gingivalis, ya que la presencia de hemina provoca la extincion 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 mas sensibles, siendo adecuados para medir la actividad
amidolitica de las gingipainas 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 optd 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 emision de
fluorescencia a 460 nm cuando se lo excita a 380 nm. En el sustrato peptidico 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).
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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 enzimatica por el aumento de la fluorescencia a 460 nm.

Se evalu¢ la actividad de cinco concentraciones diferentes de RgpB (1, 5, 10, 50 y 100 nM),
utilizando tres agentes reductores diferentes (DTT, B-mercaptoetanol o L-cisteina) a
concentraciones de 1 mM, y en presencia o ausencia de 2,5 mM de CaCl.. Todas las
condiciones se evaluaron por duplicado. Se incubd durante 10 minutos a 37°C en una placa
de 96 pocillos, y se largd la reaccion agregando 5 uM del sustrato. Se midieron las RFU en
funcion del tiempo a 37°C durante 1 h. Los resultados de cada uno de estos ensayos se

presentan en la Figura 4.17.

67



DTT1 mM DTT 1 mM, CaCl, 2,5 mM
200+ 2004
0,3nM 0,3nM
1,7 nM 1,7 nM
150 + 34nM 1504 3,4nM
« 17 nM « 17 nM
« 34nM « 34nM
E - Blanco E 1004 « Blanco
50+
0 T T T 1 Y T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (s) Tiempo (s)
C D
B-ME 1 mM B-ME 1 mM, CaCl, 2,5 mM
200 200
0,3 nM 0,3nM
1,7 nM 1,7 nM
150 © 34nM 150 3,4 nM
« 17 nM < 17 nM
« 34nM «+ 34nM
i 100 « Blanco g 100 « Blanco
50 !!ﬂ 50
0 T T T 1 Y T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (s) Tiempo (s)
E F
Cys 1 mM Cys 1 mM, CaCl; 2,5 mM
200 - 200
0,3 nM 0,3nM
1,7 nM o 1,7 nM
150 3.4nM 150 ~~ 3,4 nM
e 17 nM < 17nM
M - 34nM . 34nM
> >
i 100- + Blanco i 100 + Blanco
50 50
s-\-h—
0 T 1 1 1 c 1 1 I 1
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 4.17. Graficas de actividad enzimatica de la RgpB, para los tres agentes reductores
evaluados. A. Ensayo con 1 mM DTT. B. Ensayo con | mM DTT y 2,5 mM CaCl.. C. Ensayo con 1
mM [B-mercaptoetanol. D. Ensayo con 1 mM B-mercaptoetanol y 2,5 mM CaCl,. E. Ensayo con 1
mM cisteina. F. Ensayo con 1 mM cisteina y 2,5 mM CaCl,.
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En la Figura 4.18 se observa una comparacion de las pendientes iniciales obtenidas a partir
de los graficos de RFU en funcion del tiempo. Para esto se tomo 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 estandar.
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Figura 4.18. Comparacion de la actividad enzimatica de la RgpB, para distintos agentes
reductores. Se representa la pendiente obtenida del grafico de RFU en funcién del tiempo, para las
cinco concentraciones evaluadas, en presencia y ausencia de calcio (CaCl, 2,5 mM).

Dado que el ensayo se realizo antes de establecer qué porcentaje de la fraccion de proteinas

corresponde a la RgpB con ImagelJ, se sembraron concentraciones de la gingipaina menores

a las calculadas inicialmente.

Se observa como para una concentracion de 0,34; 1,7 y 3,4 nM de RgpB, se obtuvieron
valores proximos a cero, lo que refleja una sefial basal del ensayo, no obteniéndose una clara
actividad enzimatica (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 afiadir cisteina, la pendiente es aproximadamente el doble que con DTT,
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y casi cuatro veces mas que con -mercaptoetanol. La capacidad de la cisteina de estimular
la actividad amidolitica de 1a 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 eligié la cisteina como agente reductor para el ensayo.

Al observar las pendientes obtenidas con el agregado de CaCl: 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 pareceria tener un efecto en los ensayos con 3-mercaptoetanol. En cambio,
para los ensayos con cisteina, se obtuvieron valores similares para una concentracion de 17
nM de la gingipaina, mientras que para 34 nM se obtuvo una pendiente inicial mayor cuando
no se suplementd con CaClz. Se ha descrito como el calcio es necesario para la estabilidad
de las gingipainas en solucion, especialmente ensayando su actividad a 37°C (132). Destaca
como el grafico obtenido para cisteina en ausencia de calcio presenta varios puntos de
inflexion no esperados, observandose una caida notoria luego de los 1000 s (Figura 4.17E).
Dado que podria tratarse de un problema de la lectura del equipo, se optd por evaluar

nuevamente la actividad con y sin CaCl..

Considerando que, en los ensayos de actividad reportados se utilizan concentraciones de
cisteina de 10 mM, se ensayo la actividad de cinco concentraciones diferentes de RgpB (3,4;
6,8; 17; 34 y 68 nM) agregando 1 o 10 mM de cisteina, en presencia o ausencia de 2,5 mM
de CaCl. En todas las condiciones, tanto la cisteina 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. Graficas de actividad enzimatica de la RgpB, para las concentraciones de cisteina
evaluadas. A. Ensayo con 1 mM cisteina. B. Ensayo con 1 mM cisteina y 2,5 mM CaCl,. C. Ensayo
con 10 mM cisteina. D. Ensayo con 10 mM cisteina y 2,5 mM CaCl..

En la Figura 4.20 se muestra una comparacion de las pendientes de los graficos de RFU en

funcion 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

estandar.
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Figura 4.20. Comparacion de la actividad enzimatica de la RgpB, para distinta concentracion
de L-cisteina. Se representa la pendiente obtenida del grafico de RFU en funcion del tiempo, para
las cinco concentraciones evaluadas, en presencia y ausencia de calcio (CaCl, 2,5 mM).

Se obtuvo una actividad enzimatica para todas las concentraciones de RgpB evaluadas,
observandose como la pendiente inicial aumenta hasta 34 nM de la enzima, y decrece a una
concentracion de 68 nM, para todas las condiciones evaluadas. Este fenomeno podria indicar
la inhibicién de la gingipaina, posiblemente por alguna proteina o componente presente en la
fraccion obtenida al final de la purificacion. Se podria estudiar la identidad de las proteinas
contaminantes presentes en la fraccidon por espectrometria de masas, para evaluar si alguna
de ellas podria tener la capacidad de inhibir la RgpB. Otra posibilidad es que, al estar mas
concentrada, la enzima sea mas propensa a autodigerirse. Por lo que deberia estudiarse su
estabilidad en solucién y autoprotedlisis, por ejemplo, incubando la enzima por diferentes

periodos 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
concentracion de cisteina. Considerando que a 1 y 10 mM la cisteina se encuentra en exceso
en la solucion, la mejora en la actividad no puede atribuirse a un aumento de los equivalentes
de reduccion, sino que se explica por la reportada actividad transpeptidasa de las gingipainas
(57). Ademas de actuar reduciendo la cisteina del sitio activo de la RgpB oxidada, la cisteina

también podria ser un aceptor en la transpeptidacion. Al incrementar su concentracion, la
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mayor disponibilidad de aceptores en solucién provocaria un aumento la actividad de la

RgpB.

Por ultimo, se visualiza como la pendiente se mantiene o aumenta al agregar CaClz, para
todas las concentraciones de RgpB evaluadas. Por esta razon, se considera que su efecto en
la actividad de la gingipaina 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 permitirian determinar si la enzima presenta actividad
autoproteolitica, la cual es especialmente relevante al realizar ensayos de inhibicion, en los
que se incuban la enzima junto con un compuesto por un tiempo prolongado antes de medir

la actividad enzimatica (136).

A partir de los resultados obtenidos, se selecciona el ensayo con 10 mM de cisteina y 2,5 mM
de CaClz para la evaluacion de la actividad enziméatica de la RgpB, ya que permitié 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 gingipaina, que
permitan determinar Kwm, kcat Y kca/Km del par enzima-sustrato. Ademads, se considera
importante realizar una curva de calibracion de fluorescencia en RFU en funcion de la
concentracion de producto AMC, para poder obtener la actividad especifica de la RgpB y

calcular asi los pardmetros cinéticos.

Se considera que este ensayo puede convertirse en una herramienta util para la evaluacion de
moléculas potencialmente inhibidoras de la RgpB. Al ser un ensayo en placa, seria adecuado
para realizar un cribado high-throughput, permitiendo ademas la posterior caracterizacion
bioquimica de los kits obtenidos en el ensayo de inhibicidén. Se podrian continuar evaluando
otros parametros, como el efecto de la temperatura en la actividad enzimatica. 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 podria
evaluar el agregado de glicilglicina en la actividad enzimatica de la RgpB producida, debido
a los reportes que en presencia de este dipéptido, se duplica la actividad de las gingipainas a

concentraciones de 10 mM (57, 94).
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4.5. Cribado de inhibidores

Se realiz6 una busqueda in silico en la quimioteca de compuestos del Laboratorio de Biologia
Redox de Tripanosomatidos del IPMon, a partir de las estructuras quimicas de los
compuestos inhibidores patentados de gingipainas. 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 nimero de descriptores que dos moléculas tienen
en comun, con el nimero de descriptores que tienen en total (137). Ademas, se realiza una
busqueda de forma que las subestructuras ingresadas pueden superponerse como parte de

estructuras mas 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).

H,N HyN

Figura 4.21. Estructura de las aminopiridinas indagadas en Chemfinder. A. Sustituyente en
posicion para. B. Sustituyente en posicion meta.

Considerando que la patente US20220204457A1 (83) protege compuestos inhibidores de las
Rgp derivados de arginina, se hizo una busqueda de arginina y dos subestructuras similares,
que podrian 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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Figura 4.22. Estructuras de los resultados de la bisqueda 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.

75



HN NH,
HN NH,

0

HoN t

N
0] H

Figura 4.23. Estructura de derivados de arginina adicionales indagadas en Chemfinder. A.
Arginina. B. Cadena lateral de arginina, formando enlace peptidico.

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 caracteristicas resultan interesantes,
ya que podrian interaccionar con el sitio activo de la RgpB de forma diferente al sustrato,
provocando la inhibicion de la enzima. Cabe mencionar que los compuestos identificados,
no estarian protegidos por las patentes, por lo que se propone evaluar si presentan actividad

inhibitoria in vitro.

La estrategia de busqueda in silico por ligando utilizada presenta ventajas como la rapidez y
bajo costo, lo que la convierte en una herramienta util para un primer cribado de moléculas
potencialmente inhibidoras. Sin embargo, presenta limitaciones importantes, ya que no
permite explorar ni validar de la interaccion entre el ligando y el sitio activo, ni identificar
posibles sitios de union alternativos de estas moléculas a la enzima. Como estrategia in silico
alternativa, podria realizarse un cribado por blanco molecular, mediante estudios de docking
y dindmica molecular, que permitan evaluar las posibles interacciones de las moléculas

potencialmente inhibidoras con la RgpB.

76



Dado que solamente se encontraron tres moléculas candidatas, se considera importante
realizar un cribado incluyendo otros inhibidores potenciales con los que se cuente
informacion de su capacidad de inhibir otras proteasas de cisteina, como la MPro del virus
SARS-CoV-2, previamente estudiada en los laboratorios de Inmunovirologia y de Biologia
Redox de Tripanosomatidos (136). A su vez, se considera interesante la evaluacion de
potenciales inhibidores a partir de una quimioteca de alta diversidad quimica, con el fin de
identificar moléculas de naturaleza quimica diferente a aquellas previamente identificadas

como inhibidores de RgpB o proteasas de cisteina.
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5. Conclusiones

En el presente trabajo se logré la expresion recombinante de la proteasa de cisteina RgpB de
P. gingivalis en E. coli, siendo el primer reporte de expresion de forma soluble y activa en
este sistema. Se alcanz6 un rendimiento de 0,92 mg por litro de cultivo, comparable a los
reportes previos de expresion en P. gingivalis, en un menor tiempo de cultivo, sin necesidad
de sangre ni anaerobiosis estricta, con un proceso de purificacion sencillo mediante dos
IMAC. La pureza obtenida fue moderada, por lo que se propone continuar optimizando su
proceso de purificacion, agregando pasos cromatograficos adicionales o, en su defecto,

modificando la construccidn con otras etiquetas de afinidad.

A su vez, se alcanz6 la expresion recombinante del zimogeno de la RgpB en la linea celular
S2, siendo el primer reporte de expresion en células de insecto. Se plantea continuar con su
purificacion 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 expresion es mayor que con E. coli.

Se logroé poner a punto un ensayo de actividad de la RgpB usando un sustrato fluorogénico,
donde se optimizaron pardmetros como la concentracion de enzima, agente reductor, y el
agregado de CaClz, para un ensayo a 37°C, pH 8, y 5 uM de concentracion de sustrato. El
ensayo desarrollado es adecuado para futuros estudios cinéticos que permitan determinar K,
keat y kea/ KM del par enzima-sustrato, si bien se plantea evaluar adicionalmente el efecto de
la temperatura y el agregado de glicilglicina en la actividad enziméatica. Se propone continuar
ademds con la caracterizacion biofisica de la RgpB producida, partiendo de los datos
estructurales disponibles para predecir el espectro de dicroismo circular, y compararlo con el

obtenido experimentalmente a partir de la proteina pura.

Se realiz6 una primera busqueda y seleccion de inhibidores candidatos para la RgpB in silico,
por similitud a inhibidores patentados, encontrando tres compuestos candidatos
pertenecientes a un espacio quimico diferente a los patentados. El ensayo de actividad
desarrollado puede convertirse en una herramienta util no solamente para evaluar las
moléculas seleccionadas in vitro, sino que también para un cribado high-throughput,

permitiendo ademas la posterior caracterizacion bioquimica de los Aits obtenidos.
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Los resultados obtenidos en este trabajo representan un avance significativo en la expresion
heterdloga de gingipainas, siendo punto de partida para la busqueda de compuestos
antibacterianos contra estas proteasas, que logren disminuir o eliminar la patogenicidad de P.
gingivalis. La obtencion de moléculas que inhiban eficazmente la RgpB podria iniciar el
desarrollo de nuevas estrategias farmacologicas dirigidas al control de la periodontitis y las

enfermedades asociadas.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1
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Figura 7.1. Curva de calibracion para el ensayo de Bradford. El rango de concentracion utilizado
fue de 0,025 a 0,750 mg/mL de Albumin Standard (BSA), ensayadas por duplicado. La ecuacion del
ajuste lineal es y = 0,8681x + 0,01353; con un R?de 0,9858.
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7.2. Anexo 2
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Figura 7.2. Densitograma de RgpB obtenida en Figura 4.14. Se indica sobre cada pico el tamafio
expresado como porcentaje del tamafo total de los picos medidos. El quinto pico, de izquierda a
derecha, corresponde a la banda de RgpB. Elaborado con ImagelJ (117).
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