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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel global. Esto
promueve la constante busqueda de nuevos agentes tromboliticos y antiplaquetarios. En este
contexto distintas proteasas de origen vegetal han sido propuestas como potenciales farmacos.
Previamente se ha reportado la purificacion e identificacién de la serin proteasa del tipo sub-
tilisina de Solanum tuberosum, StSBTc-3. El objetivo de la presente tesis fue la evaluacion de
StSBTc-3 como un nuevo agente hemostatico.

Los resultados obtenidos mostraron que StSBTc-3 extendié el tiempo de coagulacion de
plasma rico en plaquetas,degradando todas las cadenas que constituyen el fibringeno humano
(actividad fibrinogenolitica). StSBTc-3 también fue capaz de disolver parcialmente el codgulo
de fibrina (actividad fibrinolitica). A partir de la optimizacién de la actividad fibrinogenolitica
mediante el andlisis de superficie de respuesta se vio que la enzima se mantuvo activa en un rango
amplio de pH y temperaturas, encontrandose la méxima actividad a pH 8 y 43 °C (préximas a
las condiciones fisioldgicas pH 7,45 y 37 °C) . A su vez, StSBTc-3 no mostré actividad hemolitica
sobre eritrocitos humanos.

Se estudié la funciéon plaquetaria en presencia de StSBTc-3, encontrandose que la misma
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Resumen

inhibio la retracciéon del coagulo, afectando la agregacion plaquetaria. Ademés, StSBTc-3 inhibid
la agregacion plaquetaria inducida por trombina, coldgeno, convulxina y el iondéforo A23187.
Se encontré que, a diferencia de la actividad fibrinogenolitica, la actividad antiplaquetaria no
fue inhibida por el inhibidor de serin proteasas PMSF.

Se clond la region del gen codificante de StSBTc-3 en E. coli. La proteina pudo ser recuperada
de la fraccion soluble del lisado pero no mostré actividad proteolitica. Sin embargo, StSBTc-3
recombinante fue capaz de inhibir parcialmente la agregacién plaquetaria inducida por trom-
bina. El andlisis bioinformético de la secuencia nucleotidica de StSBTc-3 indicé la presencia
del dominio fibronectina III en la region codificante del C-terminal de la proteina. Al clonar la
region del gen codificante de la proteasa sin incluir el dominio de fibronectina III, la proteina
no pudo ser recuperada en la fraccion soluble del lisado, encontrandose en cuerpos de inclusion.

La inhibiciéon de la actividad antiplaquetaria inducida por todos los agonistas ensayados
sugirié que StSBTc-3 intervendria en los pasos finales del proceso de activacién plaquetaria que
conducen a la agregacion, postulandose entonces que StSBTc-3 podria actuar como un inhibidor
de la integrina plaquetaria a2b33. El hecho de que la actividad antiplaquetaria de StSBTc-3 no
fuera inhibida por PMSF, sumado al efecto antiagregante de StSBTc-3 recombinante, sugiri6
como posible mecanismo el bloqueo de la integrina debida a la unién a StSBTc-3 y no a su
actividad proteolitica. La presencia del dominio fibronectina III representé un buen aval a dicha
hipétesis, dado que se encuentra reportado que a2bf3 posee afinidad por el mismo.

La caracterizacion de StSBTc-3 presentada en este trabajo sugiere que la misma seria un
potencial compuesto para ser tenido en cuenta en futuras aplicaciones biotecnoldgicas y ensayos

mn Vivo.
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Abstract

Cardiovascular diseases are the main cause of death globally. This promotes the constant
search for new thrombolytic and antiplatelet agents. In this context, different proteases of plant
origin have been proposed as potential drugs. Previously, the purification and identification of
the subtilisin like serine protease of Solanum tuberosum, StSBTc-3, has been reported. The
objective of this thesis was the evaluation of StSBTc-3 as a new hemostatic agent.

Results obtained show that StSBTc-3 extends the coagulation time of platelet rich plasma,
degrading all the chains that constitute human fibrinogen (fibrinogenolytic activity). StSBTc-3
is also able to partially dissolve the fibrin clot (fibrinolytic activity). From the optimization of
fibrinogenolytic activity by response surface methodology it was seen that the enzyme is active
in a wide range of pH and temperatures, with maximum activity at pH 8 and 43 °C (close to
physiological conditions pH 7,45 and 37 °C). In turn, StSBTc-3 showed no haemolytic activity
on human erythrocytes.

Platelet function was studied in presence of StSBTc-3, finding that it inhibits clott retraction
affecting platelet aggregation. StSBTc-3 inhibited platelet aggregation induced by thrombin,

collagen, convulxin and ionophore A23187. It was found that, unlike fibrinogenolytic activity,
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Abstract

antiplatelet activity was not inhibited by the serine protease inhibitor PMSF.

The region of the gene encoding StSBTc-3 was cloned in E. coli. The protein could be reco-
vered from the soluble fraction of the lysate but did not show proteolytic activity. However, the
recombinant StSBTc-3 was able to partially inhibit platelet aggregation induced by thrombin.
Bioinformatic analysis of the nucleotide sequence of StSBTc-3 indicated the presence of the
Fibronectin III type domain in the coding region of the C-terminus of the protein. When the
coding region of the protease excluding the Fibronectin III domain was cloned, the protein
could not be recovered in the soluble fraction of the lysate, being found in inclusion bodies.

The inhibition of antiplatelet activity induced by all the agonists tested suggests that StSBTc-
3 intervenes in the final steps of the platelet activation process leading to aggregation, postu-
lating that StSBTc-3 could act as an inhibitor of platelet integrin a2bg3. The fact that the
antiplatelet activity of StSBTc-3 was not inhibited by PMSF, added to the antiaggregant effect
of recombinant StSBTc-3, suggests as a possible mechanism the blockade of integrin due to
binding to StSBTc-3 and not to its proteolytic activity. The presence of the Fibronectin type
3 domain presents a good endorsement to this hypothesis, since it is reported that a2b/3 has
affinity for it. The characterization of StSBTc-3 suggests that it is a potential compound to be

taken into account in future biotechnological applications and in vivo assays.
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Abreviaturas

StSBTc-3 .

BBD Diseno de Box-Behnken.

BCA 4cido bicinconinico.
DdE Disenio de experimentos.

Fl fluido intersticial.
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography.

FT Factor Tisular.
GST glutation s-transferasa.

PBS buffer fosfato salino.
PGI, prostaciclina.

PPP plasma pobre en plaquetas.



Abreviaturas

PRP plasma rico en plaquetas.

RSM Metodologia de Superficies de Respuesta.

t-PA activador tisular de plasminogeno.

TT tiempo de trombina.

TXA2 tromboxano A2.

vWF factor de Von Willebrand.



1 Introduccion

1.1. Proteasas de origen vegetal y hemostasia

La hemostasia se define como el conjunto de fenémenos fisioldgicos que mantienen la sangre
en estado liquido dentro de los vasos sanguineos, protegiendo al organismo de sangrado en
los sitios de injuria asi como también de coagulacion sistémica. La hemostasia es cominmente
dividida en tres procesos para su estudio: la formacién del tapén plaquetario, la coagulacion y
la fibrinélisis [Walsh y Ahmad, 2002].

Luego de la injuria vascular, se expone el subendotelio exponiendo colageno. A su vez, se
libera factor tisular (FT). El FT activa la cascada de coagulacién mientras que el coldgeno
promueve la activacién plaquetaria. Esta tltima lleva a la formacién del tapén plaquetario [Hou
y col., 2015]. La cascada de coagulacion finaliza con la activacién de la trombina que permite
la polimerizacion del fibrindégeno en fibrina, estabilizando el tapén plaquetario y formando asi
el codgulo [Adams y Bird, 2009]. Luego de la restitucién del endotelio normal es necesaria la
redisolucién del codgulo de fibrina. El activador tisular de plasmindgeno, activa al plasminégeno
en plasmina, que es la forma activa encargada de disolver el céagulo de fibrina [Nicholl y col.,

2006]. En la Figura 1.1 se sintetizan los procesos antes mencionados.
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Figura 1.1: Sintesis de los mecanismos constituyentes de la hemostasia.

Uno de los procesos que involucra la hemostasia es la coagulacion de las proteinas del suero
sanguineo mediado por células, la cual resulta esencial para lograr dicha proteccién [Walsh y
Ahmad, 2002]. El mecanismo hemostatico ha evolucionado como un complejo sistema en el cual
serin proteasas (EC. 3.4.21.) con alta especificidad se ensamblan sobre receptores ubicados en
membranas celulares junto con diversos cofactores. Estas serin proteasas son las encargadas de
desencadenar una serie de reacciones enzimaticas que confluyen en la formacién del trombo que
detiene el sangrado [Coughlin, 2005].

En los ultimos anos se han realizado numerosos estudios para dilucidar los mecanismos de
inhibicién de la coagulacién sanguinea. Estudios en pacientes con deficiencias en inhibidores
especificos de la coagulacion y experimentos realizados en ratones genéticamente modificados
han demostrado que es necesario un control negativo sistémico de la coagulacion para prevenir

la formacion generalizada de trombos. Por un lado, los inhibidores de proteasas circulantes en la



1.1 Proteasas de origen vegetal y hemostasia

sangre como antitrombina, el cofactor II de la heparina, el inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI) y el inhibidor C1 inactivan los factores de coagulaciéon uniéndose a sus sitios activos.
La segunda modalidad del mecanismo fisiol6gico anticoagulante es a través de enzimas como
la proteina C y la S. Esta tultima esta implicada en vias de anticoagulacion que involucran al
endotelio [Versteeg y col., 2013]. En la Figura 1.2 se resumen los mecanismos de regulacién

negativa de la cascada de coagulacion antes mencionados.

Endotelio C

Subendotelio

Figura 1.2: Regulacion negativa de la cascada de coagulacién. TFPI se une al FXa o al
complejo TF-FVIIa-FXa para restringir la funcién de la coagulacién. La proteina S (prot
S) puede unirse adicionalmente a TFPIa para inhibir ain més la actividad del FXa. La
trombina generada en cantidades suficientes se une a la trombomodulina y se presenta
a la proteina C en el complejo con EPCR, después de lo cual la proteina C (prot C)
se activa (APC). APC en complejo con su cofactor proteina S luego inactiva al FVa y
FVIIIa. La antitrombina (AT) constituye otro nivel de control, ya que inhibe la funcién
de la trombina, FIXa y FX. Imagen modificada de Versteeg y col. [Versteeg y col., 2013].

Las enfermedades cardiovasculares son una de la causa de muerte con mayor prevalencia en
el mundo [Piché y col., 2018]. Millones de pacientes en todo el mundo hacen uso de drogas
anticoagulantes siendo la warfarina una de las més utilizadas por décadas [Ageno y col., 2012].

En los ultimos afios, nuevas drogas anticoagulantes han sido aprobadas para su uso como
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alternativas a la warfarina, sin embargo ningiin anticoagulante es ideal y sigue siendo necesario
revertir los efectos de los mismos en situaciones de sangrado criticas [Dzik, 2012].

Las drogas utilizadas en terapias fibrinogenoliticas presentan el mismo problema. Existe una
gran cantidad de ellas, pero todas poseen riesgo de sangrado asociado [Ageno y col., 2012].
Por ejemplo, el activador tisular de plasminogeno es una de las drogas mas utilizadas para el
tratamiento del infarto agudo de miocardio pero tiene asociado como efecto secundario posibles
sangrados en el cerebro [Caldwell y col., 2006]. En este contexto, existen actualmente numerosas
investigaciones que buscan utilizar extractos y proteasas de plantas como nuevos farmacos
anticoagulantes, antiplaquetarios y/o fibrinoliticos.

Las proteasas son enzimas capaces de hidrolizar enlaces peptidicos. Este grupo incluye
exopeptidasas y endopeptidasas, diferenciadas por el lugar en el que actiian sobre la cadena
polipeptidica [Guevara y col., 2018].

Las proteasas se dividen en 4 subclases, segin la arquitectura de su sitio catalitico: serin
proteasas (un residuo serina en el sitio activo), cistein proteasas (un residuo cisteina en el sitio
activo), aspartil proteasas (el residuo acido aspartico es necesario para la actividad catalitica) y
metaloproteasas (utilizan como cofactor un ion metalico). Las serin y cistein proteasas forman
complejos covalentes, mientras que las aspartil y metaloproteasas dependen de reacciones acido
base [Antao y Malcata, 2005].

Todos estos tipos de proteasas estan presentes en los vegetales; las mismas se han rela-
cionado con numerosos procesos fisiolégicos tales como fotosintesis [Wittenbach y col., 1982],
embriogénesis [Kim y col., 2009], respuesta inmune [Rodriguez-Herva y col., 2012], muerte ce-

lular [Lazebnik y col., 1995] y otros. Una caracteristica de las proteasas de origen vegetal es la
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diversidad de sustratos asi como el amplio rango de temperaturas y pH en los que conservan
su actividad. Estas propiedades hacen de las proteasas de plantas potenciales candidatos para
ser usados en biotecnologia [Feijoo-Siota y Villa, 2011].

Se revisaran aqui los avances actuales en el uso de proteasas de origen vegetal como compues-
tos antiplaquetarios, anticoagulantes y fibrinoliticos, asi como se mencionaran algunas proteasas

de origen vegetal con actividad procoagulante.

1.2. Proteasas de origen vegetal con actividad

procoagulante

Se han encontrado varios compuestos procoagulantes pertenecientes a una gran variedad de
especies de los cuales la gran mayoria son proteasas. A modo de ejemplo, todos los procoagu-
lantes caracterizados en los venenos de serpiente, son proteasas [Kini, 2005]. Esto mismo ocurre
con los compuestos derivados de plantas, en donde casi exclusivamente todos los procoagulantes
descriptos hasta la fecha son proteasas [Shivaprasad y col., 2009a]. Sin embargo los mecanismos
de accién especificos atin no han sido elucidados en la mayoria de los casos [Shivaprasad y col.,
2010].

Se ha reportado que cistein proteasas obtenidas del latex de ciertas especies vegetales exhiben
una accién procoagulante especifica [Rajesh y col., 2005]. La fraccién enzimatica del latex de
Asclepias curassavica presenta una mayor actividad proteolitica comparada con la tripsina y
es capaz de reducir el tiempo de coagulacion del plasma sanguineo. También se observo que el

patron electroforético del coagulo de fibrina inducido por esta fraccién enziméatica es similar al
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del coagulo de fibrina inducido por trombina, lo cual podria indicar un mecanismo de accién
similar. La actividad proteolitica del latex de Asclepias curassavica fue completamente inhibida
por el acido yodoacético por lo que los autores concluyeron que la accién procoagulante se debia
a la fraccién de cistein proteasas [Shivaprasad y col., 2009b].

La pergularina es una glicoproteina de 23 kDa perteneciente a la familia de las cistein pro-
teasas que fue purificada mediante cromatografia de intercambio iénico del latex de Pergularia
extensa. La actividad proteolitica de esta proteasa es inhibida por acido yodoacético. La pergu-
larina exhibe actividad procoagulante con plasma citratado en presencia de fibrinégeno similar
a la trombina y presenta actividad fibrinogenolitica dosis y tiempo dependiente. Los autores
establecieron que la degradacion del fibrinégeno se debe a la hidrdlisis selectiva de las cade-
nas de fibrinégeno a y  , mientras que observaron que la cadena v no era susceptible de
hidrélisis [Shivaprasad y col., 2010].

Las proteinas derivadas del latex de Calotropis procera (LP) son conocidas por sus propie-
dades antiinflamatorias. Ramos y col. (2012) evaluaron la eficacia de LP para mantener la
hemostasia durante sepsis. Como modelo biologico los autores utilizaron ratones infectados con
Salmonella spp., pudiéndose demostrar que LP redujo el conteo de plaquetas y aumentd los
tiempos de coagulaciéon, mientras que para ratones normales LP mostré un efecto procoagu-
lante. Se analizaron tres subfracciones de latex de las cuales algunas de ellas mostraron un
efecto proteolitico sobre azocaseina y exhibieron un efecto procoagulante en plasma humano de
manera dependiente de la concentracion. Al igual que la tripsina y la plasmina, estas subfrac-
ciones produjeron efectos tanto fibrinogenoliticos como fibrinoliticos mediados por la hidrélisis

de las cadenas «, 3 y v del fibrindgeno y el a-polimero y el dimero v del coagulo de fibrina,
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respectivamente [Ramos y col., 2012].

Satish y col. (2012) caracterizaron extractos acuosos de hoja y de raiz de Moringa oleifera
(Moringaceae). Ambos extractos exhibieron actividad procoagulante significativa reflejada por
una disminucién en el tiempo de recalcificacion, acompanado por actividades fibrinoliticas y
fibrinogenoliticas. La actividad caseinolitica del extracto de hoja fue significativamente mayor
que la del extracto de raiz. Se encontraron resultados similares para el caso de la actividad
hidrolizante del codgulo de plasma humano, en donde la hidrolisis causada por el extracto de
hoja fue significativamente mas alta que la producida por el extracto de raiz. Con el objetivo
de detectar enzimas proteoliticas los autores utilizaron técnicas zimograficas posteriormente a
la separacién electroforética en geles. El perfil zimografico indic6 que ambos extractos ejercian
su actividad procoagulante hidrolizando selectivamente las subunidades o y 8 del fibrinégeno
para formar la red de fibrina, exhibiendo por lo tanto actividad fibrinogenolitica. Sin embargo,
la incubacion prolongada dio como resultado la degradacién del coagulo de fibrina formado
para ambos extractos, lo que sugiere actividad fibrinolitica a tiempos mas largos [Satish y col.,
2012].

El latex de varias especies de plantas de la familia Fuphorbiaceae se ha aplicado tradicional-
mente sobre heridas para detener el sangrado y mejorar el proceso de curacién [Jaiprakash y
Chandramohan, 2006, Ambiga y col., 2007]. El latex detiene el sangrado de las heridas recientes
al reducir el tiempo de coagulacion de la sangre total. Se ha aceptado que la actividad hemosta-
tica se debe a las proteasas presentes en el latex de estas especies vegetales [Badgujar, 2014]. La
proteasa extraida del latex de Euphorbia nivulia presenta una notable actividad coagulante de

sangre entera asi como también las proteasas extraidas del latex de Pedilanthus tithymaloides
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y Synadenium grantii. La proteasa del latex de Pedilanthus tithymaloides puede reducir signi-
ficativamente el tiempo de coagulacion de sangre entera de las muestras de sangre de humanos
y ratones. Esta fraccion de proteasas de latex posee fitoconstituyentes capaces de detener el
sangrado de la herida y acelerar el proceso de coagulacion, sugiriendo su potencial uso en el
tratamiento de heridas. De las enzimas estudiadas por Badgujar y col. (2014) la proteasa de
Pedilanthus tithymaloides result6 ser el agente hemostatico mas potente [Badgujar, 2014].

Un estudio realizado por Singh y col. (2015) evalu6 el potencial hemostatico de Tabernaemon-
tana divaricata y Artocarpus altilis de las familias Apocynaceae y Moraceae, respectivamente.
Para ello, los extractos crudos (CE) de latex de ambas plantas se sometieron inicialmente a
dialisis y se evalué su actividad proteolitica utilizando caseina como sustrato. Se encontré que la
actividad caseinolitica de ambos extractos de plantas fue mayor que la de las proteasas control,
papaina y tripsina. Los estudios de inhibicién confirmaron la presencia de cistein proteasas en
ambos extractos. Por otro lado, los CE de ambas plantas exhibieron actividad coagulante sobre
plasma pobre en plaquetas, mientras que una reduccién significativa en el tiempo de coagulacion
fue exhibida por el extracto de T. divaricata en comparacion con A. altilis. Estos resultados
se confirmaron adicionalmente mediante ensayos de actividad fibrinolitica, donde los autores
mostraron que los extractos de ambas plantas fueron capaces de hidrolizar el coagulo formado
a partir de sangre entera. El analisis comparativo final revel6 que T. divaricata posee el mayor
potencial como agente hemostatico [Singh y col., 2015].

La actividad procoagulante revisada se debe a la actividad proteolitica del latex de distintas
especies vegetales. En algunos casos, las proteasas fueron aisladas y se encontré que eran del

tipo cistein proteasas. Las mismas se resumen en la Tabla 1.1.
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1.3. Proteasas de origen vegetal con actividad

anticoagulante

Las sustancias anticoagulantes se caracterizan por prolongar el tiempo de formacién de coa-
gulos. Las mismas suelen ser enzimas del tipo serin y cistein proteasas, o compuestos no enzi-
méaticos como inhibidores de proteasas [Garcia, 2009]. Estudios recientes mostraron que varios
extractos y proteasas aislados de plantas poseen actividad anticoagulante [Pepe y col., 2018].
El mecanismo de acciéon atn no es entendido totalmente, sin embargo conforman una fuente
potencial de nuevas opciones terapéuticas.

La proteasa trombolitica kitamasa fue purificada de la planta comestible Aster yomena (Ki-
tam.) y posee un peso molecular de 50 kDa. La misma mostré tanto actividad anticoagulante
como actividad fibrinolitica por zimografia. La actividad fibrinolitica de kitamasa fue fuerte-
mente inhibida por los inhibidores de metalo proteasas EDTA y EGTA, el inhibidor de cistein
proteasas TPCK y el inhibidor de serin proteasas PMSF. Ensayos fibrinoliticos subunidad es-
pecificos mostraron que la enzima disolvid el codgulo de fibrina escindiendo las cadenas a y ~
de fibrina y fibrindgeno. En ensayos in vivo en ratones, kitamasa ejerciéo un efecto protector
significativo contra el tromboembolismo inducido por colageno y epinefrina, en concordancia
con un retraso en el tiempo de coagulacion reportado por los autores. [Choi y col., 2014].

Gangaraju y col. (2015) caracterizaron extractos acuosos de semillas de Artocarpus heterophy-
llus (AgqSEJ), encontrando que presentaron tanto actividad anticoagulante como antiplaqueta-
ria. La actividad anticoagulante de AqSEJ se corroboré mediante el ensayo in vivo de sangrado

de cola de ratén, en el cual la inyeccién intravenosa de AqSEJ prolongé significativamente
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el tiempo de sangrado de manera dosis dependiente. Ademas, AqSEJ inhibi6é la agregacién
plaquetaria inducida por agonistas tales como ADP, epinefrina y coldgeno [Gangaraju y col.,
2015].

En la tabla 1.2 se resumen las proteasas y extractos de plantas con actividad anticoagulante.

1.4. Proteasas de origen vegetal con actividad
fibrino(geno)litica.

Fisiologicamente, la plasmina juega un papel fundamental en la fibrindlisis disolviendo el
coagulo de fibrina (Figural.l). Algunas proteasas vegetales contribuyen a la fibrindlisis mediante
la activacién del plasmindégeno en plasmina, mientras que otras tienen actividad fibrinolitica
por si mismas.

Las especies de Crinum spp. han sido ampliamente utilizadas por la medicina tradicional para
tratar diversas enfermedades en todo el mundo. Crinumina es una serin proteasa de Crinum
astaticum con un amplio espectro de estabilidad y actividad, que muestra actividad fibrinolitica
similar a la plasmina e inhibe la agregacién plaquetaria, segtin lo establecido por microscopia de
contraste de fases, agregacion de sangre completa y citometria de flujo. Crinumina podria ser un
agente terapéutico eficiente y de bajo costo para el tratamiento y prevencién de enfermedades
tromboembdlicas [Singh y col., 2011].

Siritapetawee y col. (2012) aislaron y purificaron una proteasa del latex de Artocarpus hete-

rophyllus designada como proteasa antimicrobiana de 48 kDa (AMP48). La actividad enzimé-
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tica de AMP48 fue fuertemente inhibida por fluoruro de fenilmetanosulfonilo y el inhibidor de
tripsina de soja, lo que indica que la enzima es una serin proteasa. AMP48 present6 actividad
fibrinogenolitica con una actividad maxima entre los 55 y 60 °C a pH 8. La enzima hidroliz6
eficientemente la cadena « seguido de subunidades 3 y 7y del fibrindégeno humano [Siritapetawee
y col., 2012].

Una serin proteasa de 34 kDa con actividad fibrinolitica, designada como hirtina, se purifico
hasta homogeneidad a partir del latex de Euphorbia hirta mediante la combinaciéon de croma-
tografia de intercambio iénico y de filtracién en gel. Hirtina exhibié actividades de esterasa
y amidasa junto con actividad azocaseinolitica, gelatinolitica, fibrinogenolitica y fibrinolitica.
También fue capaz de hidrolizar la cadena «, seguidas de las cadenas 3 y «v del fibrinégeno y el
coagulo de fibrina respectivamente. Se encontré que el pH y la temperatura éptimos para la ac-
tividad de la enzima fueron 7,2 y 50 °C, respectivamente. La actividad enzimatica de hirtina fue
inhibida significativamente por PMSF y AEBSF, ambos inhibidores de serin proteasas [Patel
y col., 2012].

Una serin proteasa con actividad fibrinolitica tipo quimotripsina fue purifica a partir de la
hierba medicinal Petasites japonicus. Su peso molecular se estimé en 40,0 kDa. Se reporté que
la actividad proteolitica de la enzima fue inhibida por los inhibidores de serin proteasa, fluoruro
de fenilmetilsulfonilo y el fluoruro de 4-(amidinofenil)metanosulfonilo. El ensayo de actividad
enzimatica en placa de fibrina revel6 que la enzima hidroliza fibrina de manera directa. También
mostro potente actividad fibrinogenolitica, hidrolizando las subunidades «, v y 3 del fibrinégeno
humano [Kim y col., 2015].

La proteasa eumilina, fue aislada del latex de FEuphorbia milii var. hislopii mediante una

13



1 Introduccién

combinacién de etapas cromatograficas de intercambio iénico. Es una proteasa monomeérica
con una masa molecular aparente de 30 kDa. Tiene actividades caseinolitica y fibrinogenolitica,
pero no posee actividad fibrinolitica. La enzima hidroliza facilmente la cadena « de fibrinégeno
y mas lentamente, la cadena . Su actividad fibrinogenolitica es inhibida por S-mercaptoetanol
y leupeptina. La inyeccién intraplantar de eumilina en ratones causé una hiperalgesia (mayor
sensibilidad al estimulo doloroso) dosis y tiempo dependiente, alcanzando su punto méximo 1-5
horas después de la inyeccién de la enzima. Los andlisis morfologicos indicaron que eumilina
indujo mionecrosis intensa, con infiltrado leucocitario visible y células musculares danadas 24
horas después de la inyeccién [Fonseca y col., 2010].

Una proteasa dimérica glicosilada designada como EuP-82 se purifico a partir del latex de
FEuphorbia lactea latex. Dado que su actividad proteolitica fue inhibida por PMSF, EuP-82 fue
clasificada como una serin proteasa. Mediante MALDI-TOF MS Siritapetawee y col. (2015)
mostraron que EuP-82 es un homodimero, que es a su vez la forma activa. EuP-82 posee
actividad fibrinogenolitica cuyas condiciones 6ptimas de pH y temperatura fueron 11 y 35 °C
respectivamente. La enzima EuP-82 posee un amplio intervalo de estabilidad de pH (4 a 12).
EuP-82 es una enzima rica en prolina (aproximadamente 20,69 % en moles). Aumentos similares
en la producciéon de prolina pueden encontrarse en plantas superiores en respuesta a estreses
tanto bidticos como abidticos. Los autores postulan que la prolina elevada podria estabilizar la
actividad, estructura y plegamiento de la proteasa [Siritapetawee y col., 2015].

Las proteasas extraidas de especies del género Curcuma poseen actividad procoagulante y
fibrinogenolitica. Shivalingu y col. purificaron una proteina con potente actividad proteoliti-

ca denominada proteasa-Il de C. aromdtica (CAP-II). La misma es una proteina monomérica
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cuyo peso molecular fue de 12,4 kDa. La actividad caseinolitica y fibrinolitica de CAP-II fue
completamente inhibida por fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF). E1 CAP-II exhibié una tempe-
ratura Optima de 45 °C y un pH éptimo de 7,5. Ademas resultd ser capaz de hidrolizar las
tres subunidades de fibrinégeno (o > 5 > 7) y exhibié una fuerte actividad procoagulante al
reducir el tiempo de coagulacién del plasma humano. También mostré actividad fibrinolitica
por hidrdlisis completa del a-polimero y el dimero 7 — 7 presente en la red de fibrina [Shiva-
lingu y col., 2016]. En la Tabla 1.3 se resumen las proteasas con actividad fibrin(ogen)olitica

descriptas anteriormente.

Los reportes mencionados anteriormente muestran que existe un amplio espectro de protea-
sas vegetales con actividades hemostaticas, de las cuales algunas de ellas han sido purificadas y
otras se presentan como extractos con actividad proteolitica. En este contexto, en la presente
tesis se aborda el estudio de StSBTc-3, una serin proteasa de Solanum tuberosum previamente
identificada en nuestro laboratorio [Fernandez y col., 2015]. StSBTc-3 es una serin proteasa de
70 kDa del tipo subtilisina que fue extraida y purificada del apoplasto de hojas de Solanum
tuberosum. La expresion de esta proteasa es constitutiva en los érganos vegetativos hoja, tu-
bérculo, tallo y raiz. StSBTc-3 se encuentra presente en todos estos érganos a excepcion de los
brotes. La abundancia de serin proteasas de plantas relacionadas con la hemostasia reportadas
en bibliografia (Tabla 1.3) sumada al hecho del rol fundamental que cumplen las serin proteasas
en el mantenimiento de la hemostasis condujo al planteo de la siguiente hipdtesis de trabajo:
la actividad proteolitica de StSBTc-3 es capaz de afectar el proceso hemostatico.

La prediccion de estos efectos es dificil de realizar, ya que como se describié anteriormente, los
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mismos no siempre son sinérgicos. Existen proteasas con actividad fibrinogenolitica y procoagu-
lante (Tabla 1.1) asi como proteasas con actividad fibrinogenolitica que retrasan los tiempos de
coagulacién (Tabla 1.2). Si bien es cierto que la gran mayoria de las proteasas reportadas que
presentaron actividad fibrinogenolitica resultaron ser serin proteasas (Tabla 1.3), se requiere
una caracterizacion minuciosa de la actividad proteolitica para poder evaluar el potencial de

StSBTe-3 como un futuro agente terapéutico.
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1.5. Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis fue evaluar el potencial de StSBTc-3 como un nuevo
agente antiplaquetario, anticoagulante y /o trombolitico de origen vegetal para su utilizacién en
el mantenimiento del correcto funcionamiento de la hemostasia.

Como objetivos particulares se propusieron:

1. Estudiar si StSBTec-3 posee actividad antiplaquetaria, anti/procoagulante o fibrino(geno)litica
2. Caracterizar las actividades encontradas en el punto anterior.

3. Expresar StSBTc-3 de forma recombinante en un sistema heterélogo.

4. Caracterizar la proteasa recombinante obtenida.
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2 Materiales y métodos

2.1. Material biolégico

2.1.1. Hojas y tubérculos de papa

Se utilizaron los cultivares de plantas de papa Solanum tuberosum L. cv. Pampeana INTA.
Los tubérculos de papa y semillas fueron provistos inicialmente por la Estaciéon Experimental
Agropecuaria (E.E.A) Balcarce, Argentina, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) y de los cuales actualmente el laboratorio cuenta con stock. Las plantas
fueron crecidas en macetas conteniendo una mezcla 1:1 de tierra con pinocha y vermiculita a

18 °C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad.

2.1.2. Muestras de sangre entera

Las muestras fueron donadas por pacientes sanos con conocimiento informado. Los ensayos
con sangre entera y derivados fueron realizados en el Hospital Interzonal General de Agudos
(HIGA) Dr. Oscar E. Alende a través de una colaboracién con el Laboratorio de Analisis

Clinicos de dicho establecimiento y en la Clinica 25 de Mayo a través de una colaboracién con
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2 Materiales y métodos

la Dra. Diana Noemi Garcia, directora del Laboratorio de Anélisis Clinicos de dicha institucién.

2.2. Extraccion y purificacion de StSBTc-3

2.2.1. Aislamiento de Fluido Intersticial (FI)

El fluido intersticial (FI) se extrajo de hojas y tubérculos de plantas de papa cv. Pampeana
de acuerdo a lo descripto previamente [Ferndndez y col., 2015]. Brevemente, el tejido se coloco
en buffer de infiltracién (Tris-HCI 500 mM pH 8, S-mercaptoetanol 0,1 % (v/v), CINa 3,5%
(p/v) y 20 ul/ 15 ml de Tween 20) y se lo sometié a tres ciclos de 10 s cada uno de vacio,
separados por intervalos de 30 s. Posteriormente, el tejido se sec6 sobre papel secante y se
centrifugd en tubos de vidrio a 400 xg y 4 °C por 20 min. El FI recuperado fue cuantificado y

utilizado inmediatamente o almacenado a -20 °C.

2.2.2. Purificacion de StSBTc-3

La proteasa StSBTc-3 fue purificada a partir del FI de hojas de papa siguiendo el método
previamente descripto por Ferndndez y col. [Ferndndez y col., 2015]. Se realiz6 una separaciéon
mediante Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)(GP-250Plus, Pharmacia) en dos eta-
pas. Para la primera separacién se utilizo una columna de intercambio aniénico MonoQ) HR
5/5 (GE Healthcare, Sweden) a un flujo de 1 ml/min a temperatura ambiente. La elucién se
llevé a cabo con un gradiente de concentracion de NaCl 1M. El eluido obtenido fue separa-
do posteriormente utilizando una columna de exclusion molecular Superosa 12 10/300GL (GE

Healthcare, Sweden) a un flujo de 0,5 ml/min. Los perfiles cromatograficos de las distintas
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2.3 Cuantificacion de proteinas

corridas se obtuvieron utilizando un lector de absorbancia UV-Vis (Pharmacia) a 280 nm y un

registrador.

2.3. Cuantificaciéon de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada mediante el método del acido bicinconinico
(BCA) usando seroalbiimina bovina (Sigma-Aldrich) 1 mg/ml como estandar para la curva de
calibracion. El ensayo de BCA fue inventado por Paul K. Smith en 1985. Tanto el ensayo de
BCA como el de biuret se basan en la conversién del Cu?t a Cu'* en condiciones alcalinas. Los
residuos de cisteina, cistina, tirosina y triptéfano reaccionan reduciendo el Cu?* a Cu'*. Luego

el Cu't formar un complejo coloreado con el BCA que absorbe a 560 nm [Smith y col., 1985].

2.4. Actividad azocaseinolitica

Para determinar la actividad proteolitica de StSBTc-3 se utilizdé como sustrato azocaseina,
segin el método descripto por [Sarath y col., 1989]. Se incubaron alicuotas la proteasa con 75
ul de azocaseina 2% (m/v) en un volumen final de 500 ul en buffer fosfato 100 mM pH 7,5.
Cada mezcla se incubé 3 h a 37°C. La reaccion se detuvo por agregado de 500 pl de acido
tricloroacético 10 % (v/v). Luego de 15 min de enfriado en hielo, se centrifugé a 5000 rpm y
se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 335 nm. Como control positivo se utiliz6 1 ul de
tripsina 1 pug/ul y como control negativo se reemplazé la alicuota de StSBTe-3 por buffer fosfato

100 mM pH 7,5.
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2.5. Preparacion del Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

El PPP se obtuvo a partir de sangre entera humana citratada por doble centrifugacion a alta
velocidad, 2500 xg (aproximadamente 4500 rpm), durante 10 min cada una. El procedimiento

se realizo de acuerdo a lo descripto por Sultan (2010).

2.6. Preparacion del Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

El PRP fue obtenido de acuerdo a lo descripto por Dhurat [Dhurat y Sukesh, 2014]. Este
método consiste en una centrifugacion inicial que separa a los globulos rojos seguida de una
segunda centrifugacién para concentrar las plaquetas, las cuales se suspenden en un volumen
de plasma final méas pequeno. Se realizaron 2 centrifugaciones a partir de sangre entera humana
citratada; la primera a 240 xg por 8 min seguida de otra a 700 xXg por 17 min, ambas a

temperatura ambiente.

2.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las separaciones electroforéticas de proteinas fueron realizadas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes conteniendo dodecil sulfato de sodio (SDS), de acuerdo a lo descripto por
Laemmli [Laemmli, 1970]. Como marcador de peso molecular se utiliz6 una mezcla conteniendo
albimina bovina (66 kDa), ovoalbtimina (45 kDa), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36
kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa), tripsinégeno (24 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa)
y lactoalbimina (14,2 kDa) (Sigma). Las muestras y los marcadores de peso molecular fueron

hervidos durante 5 min en buffer desnaturalizante conteniendo Tris- HC1 60 mM pH 6,8, glicerol
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2.8 Determinacion del tiempo de trombina

25 %, SDS 2%, 3- mercaptoetanol 14,4 M y azul de bromofenol 0,1 %. Como buffer de corrida se
utiliz6 glicina 190 mM, SDS 0,1 % (p/v) y Tris 25 mM. La electroforesis se realizé a un voltaje
constante de 120 V durante 90 min. Posteriormente los geles fueron tenidos con Coomasie
Brillant Blue R250 coloidal [Neuhoff y col., 1988] y destenidos con buffer de limpieza (50 %

etanol 96 % v/v, 40 % H,0, 10 % Acido Acético) por 24 h.

2.8. Determinacion del tiempo de trombina

El ensayo fue realizado de acuerdo a lo descripto por Ignjatovic [Ignjatovic, 2013] usando un
coagulémetro automatico IL ACL 200, Instrumentation Laboratory (USA) y un kit de tiempo
de trombina provisto por Wiener Labs (Argentina) que se empleé siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, se midié el tiempo de coagulacién al agregar trombina y Ca™? a la
muestra de plasma pobre en plaquetas (PPP). Alicuotas de 100 pl de PPP fueron preincubadas

con diferentes concentraciones de StSBTc-3 (de 0 a 1 uM) durante 2 h a 37 °C.

2.9. Actividad fibrinogenolitica

La actividad fibrinogenolitica fue detectada de acuerdo a lo descripto por Siritapetawee y
col. [Siritapetawee y col., 2015] usando una modificacién del método propuesto por Satake
y col. [Satake y col., 1963]. Para la realizacion del ensayo, 40 pl de fibrindégeno humano (10
mg/ml de fibrinégeno en buffer glicina-NaOH 25 mM, pH 11) fueron incubados con diferentes
concentraciones de StSBTec-3: 0,2 uM, 0,4 uM, 0,75 uM, 1,5 uM, 3 uM. La digestion se realizo

a 37 °C durante 2 h. La reaccién se detuvo con el agregado de 500 ul de acido tricloroacético
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10 % v /v. Los péptidos liberados por la digestién fueron obtenidos centrifugando las muestras a
10000 rpm por 20 min. La concentracion de péptidos en el sobrenadante fue medida utilizando
el método del BCA descripto anteriormente. Para el blanco se utilizé la mezcla de reaccion sin
la enzima. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima requerida

para incrementar la absorbancia en 0,01 a 540 nm a 37 °C.

2.10. Actividad fibrinogenolitica subunidad especifica

La degradacion de las cadenas del heterotrimetro de fibrinégeno por StSBTc-3 se analizé
por SDS-PAGE usando el método descripto por Rajesh (Rajesh et al. 2005) con algunas mo-
dificaciones. La dilucién y acidificacion del plasma produce la precipitacién de una fraccién
proteica que contiene fibrinégeno. Esta fraccion se denomina euglobulinas. Se obtuvo la frac-
cién de euglobulinas a partir de PPP, de acuerdo a lo descripto por Blanco [Blanco y col., 2014].
Posteriormente, 40 pl de la fraccién de euglobulinas se incubaron con distintas concentraciones
de StSBTc-3 (de 0 uM a 2 uM) a 37 °C por 2 h. La reaccion fue detenida por el agregado de
buffer de muestra conteniendo urea 1 M, SDS 4% (p/v) y S-mercaptoetanol 4 %. Las muestras
fueron posteriormente calentadas a 100 °C por 5 min y analizadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida SDS-PAGE 15 % de acuerdo a lo descripto en la seccién 2.7. Posteriormente,
se analiz6 el porcentaje de degradacion de cada subunidad por medio de densitometrias corres-
pondientes a cada una de las bandas del fibrin6geno utilizando el software Image J [Schneider

y col., 2012].
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2.11 Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3

2.11. Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad

fibrinogenolitica de StSBTc-3

El pH 6ptimo de StSBTc-3 se determiné variando el pH de la mezcla de reaccién entre 3
y 12. Los buffers utilizados fueron: acetato de sodio 25 mM (pH 3-5), fosfato de sodio 25
mM (pH 6-7), Tris-HCI 25 mM (pH 8-9), y glicina-NaOH 25 mM (pH 10-12). La actividad
fibrinogenolitica fue medida de acuerdo a lo descripto en la seccién2.9. Para la determinacion de
la temperatura 6ptima de StSBTc-3 se utilizé un rango de temperaturas desde 10 °C hasta 95 °C.
La actividad enzimatica se midié segiin lo descripto en la seccién 2.9. Todas las determinaciones

fueron realizadas por triplicado.

2.12. Determinacion de la actividad fibrinolitica por

disolucion del coagulo de fibrina

La actividad fibrinolitica de StSBTc-3 fue determinada por medio del descenso en la turbidez
del polimero de fibrina causado por StSBTc-3. El ensayo fue llevado a cabo en una placa de
ELISA de 96 pocillos. Para realizar las lecturas se utilizé un lector de microplacas automatico
ELx800 (BioTek Instruments) a una longitud de onda de 350 nm. El ensayo fue preparado
de acuerdo a lo descripto por Choi [Choi y col., 2013] utilizando diferentes concentraciones de

StSBTc-3 (0,5; 1y 2 uM).
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2.13. Ensayo de hemodlisis

A partir de muestras de sangre de pacientes sanos se obtuvo la fraccién correspondiente a
glébulos rojos humanos, los cuales fueron lavados en buffer fosfato salino (PBS), centrifugados
por 10 min a 800 rpm y posteriormente resuspendidos en PBS a una concentracion final de
eritrocitos de 4 % v/v. 100 ul de la suspension de glébulos rojos fueron incubados con distintas
concentraciones de StSBTc-3 en PBS : 0,2 uM; 0,5 uM; 0,8 uM; 1 uM. El control de hemélisis
negativa consistiéo en globulos rojos resuspendidos en PBS mientras que el control positivo
consistioé en glébulos rojos incubados con Tritéon X-100, Se incubaron las mezclas de reaccién
a 37 °C por 1 h. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 800 xg por 10 min. La
liberacion de hemoglobina al sobrenadante fue determinada midiendo la absorbancia del mismo

a b0 nm.

2.14. Preparacion de plaquetas humanas

Las preparaciones y ensayos con plaquetas humanas fueron realizados en el Laboratorio es-
pecializado en el estudio de metabolismo plaquetario del Dr. Wally Whiteheart en la University
of Kentucky (Lexington, Kentucky, EEUU) en el marco de una beca del tipo de estadias cortas
de investigacion financiada por Becar-Fulbright.

Se extrajo sangre entera de donantes sanos con consentimiento informado utilizando tubos
de recoleccién con acido citrico/citrato dextrosa (ACD) (BD Biosciences). La sangre entera se
diluy6 en buffer HEPES Tyrode (pH 6.5) 1:1 en presencia de 0,2 U/ml de apirasa y 10 ng/ml de

prostaciclina (PGly). Después de la centrifugacién a 215 x g durante 20 min a temperatura am-
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2.15 Agregacioén plaquetaria

biente, se recogié el sobrenadante (plasma rico en plaquetas (PRP)). Para eliminar los glébulos
rojos residuales y los globulos blancos, se sometié el PRP a centrifugacion a 155 x g durante
10 min a temperatura ambiente. Las plaquetas se recuperaron del PRP resultante mediante
centrifugacién a 750 x g durante 13 min a temperatura ambiente y luego se suspendieron en
buffer HEPES Tyrode (pH 6.5) en presencia de 0,2 U/ml de apirasa, 10 ng/ml de PGy y 1
mM de EDTA. Las suspensiones de plaquetas se sometieron nuevamenta a centrifugacion a 750
x g durante 13 min a temperatura ambiente y el sedimento resultante se resuspendi6 en buffer
HEPES Tyrode (pH 7,4) suplementado con CaCly 1 mM. La concentracién de plaquetas se
determiné mediante el uso del contador Z2 (Beckman Coulter, Inc., Miami, FL) y se ajustaron
a 4 x10® /ml con buffer HEPES Tyrode (pH 7,4) a menos que se indique lo contrario. Las

plaquetas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min antes de su uso.

2.15. Agregacion plaquetaria

Se prepararon plaquetas lavadas en el momento y su concentracion se ajusto a la deseada con
buffer HEPES Tyrodes (pH 7,4) conteniendo CaCly 1 mM. Las suspensiones de plaquetas (250
o 500 pl) se calentaron a 37 °C en una cubeta de vidrio siliconado (Chrono-log, Havertown,
PA) bajo condiciones de agitacién (1200 rpm) durante 2-3 min en un Lumi-agregémetro modelo
460Vs (Chrono-log). Luego del tratamiento previo con los reactivos indicados, las plaquetas se
estimularon con distintos agonistas para iniciar la agregacién plaquetaria. Se utilizaron trom-
bina 0,5 U/ml, A23187 2 uM, convulxina 0,5 U/ml y coldgeno 5 mg/ml como inductores de
la agregacion. Se utilizé una interfaz de computadora Aggro/Link modelo 810 y el softwa-

re Aggro/Link (Chrono-log) para monitorear la agregacién plaquetaria. La linea de base fue
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establecida con buffer HEPES Tyrodes (pH 7,4). Los graficos de agregacion plaquetaria se pro-

cesaron y ensamblaron utilizando el software libre GIMP (GNU Image Manipulation Program,).

2.16. Retraccion del coagulo

Se procedi6 segtin lo descripto por Osdoit at. al. [Osdoit y Rosa, 2001]. Se utiliz6 trombina
(0,05 U/ml) para estimular la formacion de coagulos y la retraccion en plaquetas lavadas (500
pl; 3 x10% /ml) suplementadas con CaCl, 1 mM en presencia de fibrinégeno humano (0,5
mg/ml; Sigma) . Las imagenes se tomaron a tiempos crecientes y los tamanos de los codgulos
se midieron utilizando el software ImageJ (v1.48, NIH) [Schneider y col., 2012]. El porcentaje
del tamano de los codgulos en relacién con los volimenes de suspension inicial se determinaron

y analizaron utilizando R [R Core Team, 2014].

2.17. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como la media
+ SD. Las diferencias estadisticas fueron evaluadas utilizando ANOVA y test de t. Los analisis

estadisticos fueron realizados utilizando el entorno de trabajo R [R Core Team, 2014].

2.17.1. Optimizacion de la actividad fibrinogenolitica

Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (RSM) [Lenth y col., 2009] para optimizar
las condiciones de la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 in wvitro. Se realizaron ensayos a di-

ferentes pH, temperaturas y concentracion de StSBTc-3 y se midio la actividad fibrinogenolitica
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2.17 Anélisis estadistico

para determinar las condiciones 6ptimas de la enzima.

Se aplicé un diseno factorial de Box-Behnken de 3 factores a 3 niveles. El diseno consistié
en 12 experimentos mas 3 correspondientes al centro del dominio experimental. Las 3 variables
estudiadas fueron la temperatura, el pH y la concentracién de enzima. Los rangos asignados
para cada variable se indican en la Tabla2.1. Los mismos fueron seleccionados en base a los
resultados obtenidos durante la caracterizacion bioquimica de StSBTc-3.

El disefio resultante se muestra en la Tabla 2.1. Los tres niveles asignados para cada factor Xj
estan representados por los niveles codificados: -1 para el valor mas bajo, 0 para el valor medio
y +1 para el valor superior. El experimento correspondiente al centro del dominio experimental

se llevé a cabo por triplicado segin las condiciones indicadas en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Niveles de factores codificados para un diseno de Box-Behnken correspon-

diente a un sistema de 3 variables.

Experimento X; X, X

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
) -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 o -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
C 0 0 O
C 0O 0 0
C 0O 0 0
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2.18. Extraccion de ARN de hojas de Solanum tuberosum

Hojas recolectadas de plantas de Solanum tuberosum fueron pulverizadas con nitrégeno liqui-
do y posteriormente se realizé la extraccion de ARN con trizol segiin Chomczynsky y col. [Chom-

czynski, 1993].

2.19. Extraccion de ADN de tubérculos de Solanum

tuberosum

Se extrajo ADN genémico de tubérculos de papa segiin Kumari y col. [Kumari y col., 2012]. 2
a 3 g de material vegetal (previamente lavado con agua de canilla y luego destilada) fue pulveri-
zado con nitrégeno liquido en un mortero. Posteriormente se transfirié a un frasco conteniendo
15 ml de buffer de extraccién (Tris-HCI pH 8.0 50 mM, 4cido etilen diamino tetraacético (ED-
TA) 50 mM pH 8.0, NaCl 250 mM, sacarosa 15% p/v) y se mezcld vigorosamente, se incub6
en hielo por 20 min y luego se centrifugd a 4000 g y 4 °C por 30 min. El sobrenadante fue
centrifugado nuevamente a 10000 g y 4 °C por 15 min. El ADN crudo fue lavado 2 veces con
etanol frio (70 % v/v), luego secado al aire y resuspendido en 500 pl de buffer TE (Tris-HCI 10

mM pH 8,0y EDTA 1 mM pH 8,0 )
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2.20 Clonado y expresion en un sistema heterélogo

2.20. Clonado y expresion en un sistema heterélogo

2.20.1. Clonado en E. coli

Se amplifico la porcion del gen codificante de StSBTc-3
(PGSC0003DMT400027148) mediante PCR utilizando ADN genémico extraido de tubércu-
los de Solanum tuberosum como molde. Para la amplificacion se utilizaron los primers PF1: 5'-
GCCCATATGGTTGAAGCTCACACAACTCATACC-3 y
PR1: 5-GCAGGATCCTCAGGTCCAGGCATCAAG-3’ (PF1 primer forward y PR1 primer
reverse respectivamente). El primer forward introduce un sitio de restriccién Ndel y el rever-
se introduce un sitio de restriccion BAMHI1, permitiendo la clonacién directa en el vector de
clonado y expresion pProEx HtB (QUIAGEN) (Figura 2.1). La reaccién de PCR se llevé a
cabo en un volumen final de 25 ul conteniendo 2,5 uM de cada primer (ThermoFisher); MgCl,
(Promega) 1,5 mM; dANTPs (Invitrogen) 0,2 mM; Buffer Taq polimerasa (Promega) 1x y Taq

polimerasa (Promega) 2,5 U. Las condiciones del termociclador fueron:
= 7 min a 94 °C (1 ciclo);
» 1 min a 94 °C; 30 s a 60 °C; 2 min a 72 °C (25 ciclos);
= 10 min a 72 °C.

El producto de PCR obtenido fue purificado utilizando un Kit de Miniprep (QUIAGEN),
clonado dentro del vector de expresion pProEx-HTb y transformado dentro de células com-
petentes E. coli Rosetta (DE3) (Merk Millipore). La seleccién de las colonias transformadas

se realiz6 mediante crecimiento de las mismas en dgar Luria-Bertani (LB) (Bactopeptona 1%
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m/v; Extracto de levadura 0,5 % m/v; NaCl 1 % p/v y Bactodgar 1,2 % m/v) suplementado con
ampicilina 0,1 mg/ml y cloranfenicol 0,035 mg/ml. La presencia de la secuencia en las colonias
transformadas fue confirmada analizando el patréon de restriccién del ADN plasmidico purifi-
cado de las mismas. La purificacién de los productos de PCR y del ADN plasmidico se realizé
segin las especificaciones del fabricante (QUIAGEN). La secuencia obtenida fue verificada por
secuenciaciéon de ADN.

La porcién del gen codificante del dominio peptidasa de StSBTc-3 fue amplificada utilizando
el clon anterior como molde. Para la amplificacion se utilizaron
los primers PF1: 5’-GCCCATATGGTTGAAGCTCACACAACTCATACC-3’ y
PR2: 5-GCAGGATCCTTAGTTGGCAGTGGTCATCAT-3" (PF1 primer forward y PR2 pri-
mer reverse respectivamente). El primer forward introduce un sitio de restriccién Ndel y el
reverse introduce un sitio de restriccion BAMHI1. La reacciéon de PCR se llevé a cabo en un
volumen final de 25 ul conteniendo 2,5 uM de cada primer (ThermoFisher); MgCl, (Promega)
1,5 mM; dNTPs (Invitrogen) 0,2 mM; Buffer Taq polimerasa (Promega) 1x y Taq polimerasa

(Promega) 2,5 U. Las condiciones del termociclador fueron:

» 7 min a 94 °C (1 ciclo);

» 1 min a 94 °C; 30 s a 60 °C; 2 min a 72 °C (25 ciclos);

s 10 min a 72 °C.

El producto de PCR obtenido fue purificado utilizando un Kit de Miniprep (QUIAGEN),
subclonado dentro de los vectores de expresion pGEX-KG (QUIAGEN) y pProEx-HTb (QUIA-

GEN) (Figura 2.1) y transformado dentro de células competentes E. coli Rosetta (DE3) (Merk
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2.20 Clonado y expresion en un sistema heterélogo

Millipore). La seleccion de las colonias transformadas se realizé mediante el crecimiento de las
mismas en dgar LB suplementado con ampicilina 0,1 mg/ml y cloranfenicol 0,035 mg/ml. Las
colonias seleccionadas fueron confirmadas analizando el patron de restriccion del ADN plasmi-

dico purificado de las mismas. La purificacion de los productos de PCR y del ADN plasmidico

se realizd segun las especificaciones del fabricante (QUIAGEN).
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Figura 2.1: Diagrama de los pldsmidos de expresion pGEX-KG y pProEx-HTb. Ori,
origen de replicaciéon; AmpR, gen de resistencia a ampicilina.

2.20.2. Expresion y purificacion

Los pldsmidos recombinantes obtenidos fueron transformados en E. coli Rosetta (DE3) (Merk
Millipore). StSBTc-3 recombinante y el dominio proteasa fueron expresados como proteina fu-
siéon acoplada con Hisg-tag (QIAGEN). El dominio de proteasa también fue expresado acom-

plado a glutatién s-transferasa (GST). Los cultivos de bacterias fueron crecidos a 37 °C en

medio LB suplementado con ampicilina 100 pg/ml y cloranfenicol 35 pg/ml hasta alcanzar
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una densidad 6ptica (OD) de 0,6. La expresion de proteinas se indujo mediante la adicién de
isopropil--D-1-tiogalactopirandésido (IPTG) 1 mM final. Luego de 4 hs a 37 °C las células
fueron cosechadas por centrifugacion (4 °C, 500 xg, 10 min), resuspendidas en buffer de lisis
(NaH5PO4 50 mM; NaCl 25 mM; Tween 20 0,05% v/v, pH 8) e incubadas con lisozima 100
pg/ml durante 30 min en hielo. Los lisados de bacterias fueron sonicados mediante 5 pulsos
de 30 s al maximo nivel de potencia (High Intensity Ultrasonic Processor, 50 W model, USA)
en hielo. La fraccién soluble del lisado fue separada de la insoluble mediante centrifugacion a
12000 x g durante 10 min a 4 °C. Las proteinas de ambas fracciones fueron analizadas por SDS-
PAGE y tenidas con Coomasie Coloidal G-250 (Bio-Rad). Para la purificacion de las proteinas
fusionadas a Hisg-tag se utilizé cromatografia de afinidad (i6n Ni*T) con una columna de acido
nitrilotriacético (NTA) bajo condiciones nativas de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(QUIAGEN). Se mezclaron 5 ml del sobrenadante (luego de la centrifugacién a 12000 xg) con
1,5 ml de matriz Ni-NTA. Se agité la suspension en un agitador por 1 h a temperatura ambiente
y se rellendé una columna plastica con la misma. Las proteinas no unidas a la matriz fueron
recuperadas lavando con 15 ml de buffer NaH,PO, 50 mM; NaCl 25 mM a pH 8. Las proteinas
unidas a la matriz fueron eluidas con el buffer anterior suplementado con imidazol 50 mM. La

pureza de las proteinas recombinantes obtenidas fue evaluada por SDS-PAGE 12 %.

2.20.3. Disolucion de cuerpos de inclusion y refoldeo

Para los casos en los que las proteinas recombinantes obtenidas no pudieron ser recuperadas
de la fraccion soluble del lisado, los cuerpos de inclusion fueron redisueltos en solucién de

urea 8M segtn lo descripto por Santos y col. [Santos y col., 2012]. Brevemente, los cuerpos de
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inclusién fueron lavados 3 veces mediante sonicacién con buffer A (Tris-HCI 50 mM y NaCl 300
mM pH 8) conteniendo urea 1M y luego se centrifugaron a 27000 xg por 40 min a 4 °C. Los
cuerpos de inclusion obtenidos a partir del ultimo lavado fueron redisueltos adicionando solucién
de urea 8M hasta obtencién de una solucién transparente. Para el refoldeado se realizaron 3
dialisis consecutivas en relacion 1:100 contra buffer A con concentraciones decrecientes de urea

(4, 2 y 0 M respectivamente).

2.21. Analisis filogenético

El andlisis fue realizado en la plataforma Phylogeny.fr [Dereeper y col., 2010, Dereeper y col.,
2008]. Las secuencias fueron alineadas con MUSCLE (v3.8.31) configurado con la méxima
precisién (valores por defecto) [Edgar, 2004]. Luego del alineamiento las regiones ambiguas
(que contienen huecos o con un alineamiento pobre) fueron removidas con Gblocks (v0.91b)

usando los siguientes parametros [Guindon y Gascuel, 2003]:

Largo minimo final del bloque luego de remover los huecos: 10;

= No se permiten huecos al final del alineamiento;

Todos los segmentos con regiones no conservadas mayores a 8 son rechazados;

» Minimo nimero de secuencias para una posicién aledana: 85 %.

El arbol filogenético fue construido usando el método de méxima similitud implementado en
el programa PhyML (v3.1/3.0 aLRT) [Anisimova y Gascuel, 2006, Guindon y Gascuel, 2003].

El modelo de sustitucion WAG fue seleccionado asumiendo una proporciéon estimada de sitios
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invariantes y 4 categorias gamma distribuidas respecto a la relaciéon de heterogeneidad entre si-
tios. El pardmetro gamma fue estimado directamente de los datos (gamma=1.073). El intervalo
de confianza para las ramas internas fue evaluado usando el test aLRT (SH-Like). La represen-
tacion grafica y la edicién del arbol filogenético fue realizada con TreeDyn (v198.3) [Chevenet

y col., 2006].
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3 Caracterizacion bioquimica de la

actividad hemostatica de StSBTc-3

3.1. Introduccion

La capacidad del cuerpo para controlar el flujo sanguineo después de una lesién vascular
es fundamental para la supervivencia del organismo. El proceso de coagulacién de la sangre
y la posterior disolucién del coagulo, luego de la reparacion del tejido lesionado, se denomina
hemostasia [Mann y col., 2003]. La misma comprende cuatro eventos principales que ocu-
rren en un orden establecido después de la pérdida de la integridad vascular. La fase inicial
del proceso es la constriccion vascular que limita el flujo de sangre al area de la lesion. A
continuacién, las plaquetas se activan y se agregan en el sitio de la injuria, formando un tapén
temporal de plaquetas. En esta etapa, la proteina denominada fibrinégeno es la principal
responsable de permitir la agregacion plaquetaria. El fibrinégeno es un dimero compuesto
por tres pares de cadenas polipeptidicas «, 8 y 7, con un peso molecular de 64, 57 y 48 kDa

respectivamente [Marder y col., 1969]. Las plaquetas se agrupan al unirse al coldgeno que se
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3 Caracterizacion bioquimica de la actividad hemostatica de StSB'Tc-3

expone posteriormente a la ruptura del revestimiento endotelial de los vasos sanguineos. Tras la
activacion, las plaquetas liberan ADP y tromboxano A2 (TXA2) (ambos extienden la agrega-
cién activando plaquetas adicionales), serotonina, fosfolipidos, lipoproteinas y otras proteinas
importantes para la cascada de coagulacién. Ademads de la secrecién inducida, las plaquetas
activadas cambian de forma para adaptarse a la formacién del tapén. La estabilidad final del
tapon plaquetario, se logra mediante la formacién de una malla de fibrina que consolida el coa-
gulo. Este proceso se conoce como coagulaciéon. Finalmente, el codgulo debe disolverse para
que el flujo sanguineo normal se reanude después de la reparacién de los tejidos. La disoluciéon
del codgulo se produce por accién de la plasmina y es conocido como fibrindlisis [Hoffman
y Pawlinski, 2014]. Por lo general, el proceso de coagulacion se encuentra bajo el control in-
hibitorio de varios inhibidores que limitan la la coagulacion, evitando asi la propagacion del
trombo. Este delicado equilibrio se interrumpe cuando aumenta la actividad de los factores de
coagulacién, o disminuye la actividad de los inhibidores naturales [Previtali y col., 2011]. A

continuaciéon se detallan las etapas que constituyen la hemostasia.

3.1.1. Hemostasia primaria

La hemostasia primaria resulta de interacciones complejas entre las plaquetas, la pared del
vaso sanguineo y las proteinas de adhesion que conducen a la formacién del tapon plaquetario
inicial. Las células endoteliales que recubren la pared vascular exhiben propiedades antitrom-
béticas debidas a multiples factores, a saber: glicosaminoglicanos como heparina con carga
negativa, fosfolipidos neutros, sintesis y secrecion de inhibidores plaquetarios, inhibidores de la

coagulacion y activadores de la fibrindlisis. En contraste, la capa subendotelial es altamente
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trombogénica y contiene coldgeno, factor de Von Willebrand (vWF) y otras proteinas como
laminina, trombospondina y vitronectina que estan involucradas en la adhesion plaquetaria. La
injuria vascular produce vasoconstricciéon, mediada por mecanismos neurogénicos reflejos y la
liberacién de mediadores locales como la endotelina y el TXA2 derivado de plaquetas [Triplett,
2000]. Cuando se produce una injuria en el endotelio los componentes del subendotelio pueden
activar a las plaquetas por distintos mecanismos e inducir su agregacién [Lasne y col., 2006].
Estos mecanismos seran descriptos con mayor detalle en el Capitulo 3, donde se aborda el

estudio del efecto de StSBTc-3 sobre la agregacion plaquetaria.

3.1.2. Cascada de coagulacién

Las proteinas de coagulacion son los componentes centrales del sistema de coagulacién que
conducen a una compleja red de reacciones, finalizando en la conversion de fibrinégeno soluble
en hebras de fibrina insoluble. La cascada de coagulacion se ha dividido tradicionalmente para
su estudio en la via intrinseca y la extrinseca, las cuales convergen en la via final comun (Figura
3.1). Esta tltima consiste en la activacién del factor X que permite la conversion del fibrinégeno
en fibrina [Bombeli y Spahn, 2004]. Aunque la teorfa clasica de la coagulacién sanguinea no logra
incorporar el papel central de las superficies basadas en células en el proceso de coagulacién in

vivo, es particularmente 1til para comprender las pruebas de coagulacién in wvitro.

Via extrinseca

Se considera como el primer paso en la hemostasia mediada por plasma. Se activa mediante

el Factor Tisular (FT) , que se expresa en el tejido subendotelial [Lasne y col., 2006]. En
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condiciones fisiologicas normales, el endotelio vascular normal minimiza el contacto entre el F'T
y los procoagulantes plasmaticos. Las lesiones vasculares exponen el F'T que se une con el factor

VIla y el calcio para promover la activacién del factor X en Xa [Owens III y Mackman, 2010].

Via intrinseca

Es una via paralela para la activacién de la trombina. Comienza con el factor XII, kininégenos
de alto peso molecular y prekalicreina, lo que resulta en la activacién del factor XI. El factor
XTI activado genera la activacién del factor IX, que luego actia con su cofactor (factor VIII)
para formar el complejo tenaza en una superficie de fosfolipidos que finalmente activa el factor

X en Xa [Hall, 2015, Kim, 2015].

Via final comun

El factor Xa junto con su cofactor (factor V), fosfolipidos tisulares, fosfolipidos plaquetarios
y calcio forman el complejo protrombinasa que convierte la protrombina en trombina. Esta
trombina escinde al fibrinégeno circulante, lo convierte en fibrina insoluble y activa al factor
XIII, que reticula covalentemente los polimeros de fibrina incorporados en el tapén plaquetario.
Esto crea una red de fibrina que estabiliza el codgulo y forma un tapén hemostatico secundario

definitivo [Hall, 2015, Kim, 2015].
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Figura 3.1: Diagrama de la cascada de coagulacién. En el esquema se muestran la
via intrinseca, la extrinseca y la via final comin de acuerdo al modelo de cascada de
coagulacion descripto [Adams y Bird, 2009].

3.1.3. Fibrindlisis

El sistema fibrinolitico es un sistema paralelo que se activa junto con la cascada de coa-

gulacion y sirve para limitar el tamafio del codgulo. La fibrindlisis es un proceso enzimatico

que consiste en la disolucién del codgulo de fibrina en productos de degradaciéon. Se encuentra

mediado por plasmina originada a partir del plasminégeno unido a fibrina en el higado. Esta
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reaccion es catalizada por el activador tisular de plasminégeno (t-PA) o uroquinasa (u-PA)
liberados desde el endotelio vascular. La liberacion de t-PA es estimulada por oclusién tisular,
trombina, epinefrina, vasopresina y ejercicio vigoroso. Dado que la plasmina tiene el potencial
de degradar al fibrindgeno y ocasionar consecuencias perjudiciales, la actividad fibrinolitica esta
limitada por factores como el inhibidor del activador del plasminégeno, que actia inhibiendo
irreparablemente el t-PA y el u-PA y por inhibidores de la plasmina como la antiplasmina a2

y la a2-macroglobulina [Ezihe-Ejiofor y Hutchinson, 2013, Cesarman-Maus y Hajjar, 2005].

Las proteasas cumplen un rol fundamental en el correcto funcionamiento de estos procesos
[Turk, 2006, Lépez-Otin y Bond, 2008, Nicholl y col., 2006]. Existe un delicado balance entre
la formacion del tapon plaquetario, la cascada de coagulacion y la redisolucion del coagulo de
fibrina. La desregulacion de este balance, provoca la apariciéon de trastornos de la hemostasia,
enfermedades relacionadas con los vasos sanguineos e inflamacién crénica [Flemmig y Melzig,
2012].

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar la actividad de StSBTc-3 en relacién con la
hemostasia, estudiando su efecto sobre la agregacion plaquetaria y la coagulacion, y su actividad

fibrino(geno)litica.
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3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Actividad antiplaquetaria de StSBTc-3

El proceso de agregacion plaquetaria finaliza con la retraccién del codgulo. Las plaquetas
tensionan los filamentos de fibrina para consolidar el tapén hemostatico y permitir asi el flujo
normal de sangre [Feghhi y Sniadecki, 2011]. Para que el codgulo se retraiga se requiere tanto
de plaquetas como de fibrina. Las plaquetas anclan la fibrina a su superficie y los motores
intracelulares actiian contrayendo las fibras de fibrina polimerizadas. Ademas, se sabe que la
integrina a2bf33 presente en la membrana de las plaquetas es necesaria para la retraccién
del codgulo, ya que los pacientes con trombastenia de Glanzmann, que carecen del receptor,
presentan una retracciéon defectuosa del mismo [Munday y Lépez, 2013].

Con el fin de evaluar la funcién plaquetaria en presencia de StSBTc-3 se estudio la retracciéon
del coagulo in wvitro en presencia y ausencia de la proteasa. Para ello se incubaron plaquetas
lavadas humanas con CaCl,, fibrinégeno y trombina en buffer HEPES ( CaCly 1mM, pH 7.4)
en presencia y ausencia de StSBTc-3 a distintos tiempos (0, 60, 90, 120 y 150 min), segin lo
descripto en Materiales y Métodos. El efecto de la proteasa se determiné mediante la cuantifica-
cién del volumen del codgulo formado relativo al volumen de suspensién inicial. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Determinacién del efecto de StSBTc-3 sobre la retraccion del codgulo. Se
incubaron plaquetas humanas lavadas (3x10%/ml) con StSBTc-3 0,5 uM durante 1 h.
Luego se suplementaron las muestras con 0,5 mg/ml de fibringeno humano y 1 mM de
CaCly. Se inici6 la retraccién del codgulo con trombina (0,1 U/ml), se tomaron imégenes
(A) y se midi6 el volumen del codgulo (B) a los tiempos indicados (0, 60, 90, 120 y 150
min). Como control de la funcién plaquetaria normal se utilizaron plaquetas lavadas sin
incubar con StSBTc-3. El tamano del codgulo fue medido utilizando el programa Image
J v1.50i [Schneider y col., 2012]. Los valores se normalizaron en relacién con el tamano

del coagulo a tiempo cero. Los ensayos fueron realizados por duplicado.



3.2 Resultados y discusion

Como se puede observar, StSBTc-3 inhibi6 la formacion del coagulo de fibrina, registrandose
ausencia completa de retraccion del coagulo a todos los tiempos ensayados, pudiéndose com-
parar el efecto con el reportado para la droga blebistatina, capaz de inhibir la retraccién del
coagulo a tiempos similares [Samson y col., 2017].

La agregacion plaquetaria es un proceso complejo que puede iniciarse por diversas vias.
Todas ellas involucran la uniéon de determinadas moléculas (agonistas) a receptores especificos
en la membrana de las plaquetas. Estas interacciones inician una cascada de senalizacion que
finaliza en la formacion de puentes de fibrindgeno entre las plaquetas, permitiendo su agregacién
[Watson, 2009]. Dado que el ensayo de retraccion del codagulo sélo permite evaluar el efecto de
StSBTc-3 sobre la funcién plaquetaria general pero no sobre el posible mecanismo de accion, en
el Capitulo 5 se continuara con la caracterizacion de la actividad antiplaquetaria de StSBTc-3

en mayor profundidad.

3.2.2. Actividad anticoagulante de StSBTc-3

Con el fin de analizar el efecto de StSBTc-3 sobre la coagulacién se procedié a evaluar el
tiempo de trombina (TT) de PPP proveniente de un pool de plasmas normales (correspondientes
a pacientes sanos) en presencia o ausencia de StSBTc-3. El TT es una prueba de coagulacion
que evalia la via final comun de la coagulacion, es decir la conversion de fibrindgeno en fibrina

mediada por trombina [Attard y col., 2013].
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Figura 3.3: Determinacion del TT en presencia de StSBTc-3. PPP fue incubado por
2 h a 37°C con diferentes concentraciones de StSBTc-3: 0 uM; 0,08 uM; 0,16 puM; 0,22
uM; 0,30 uM; 0,38 uM; 1uM. Los valores representan la media de tres experimentos

independientes.

Los resultados obtenidos mostraron que StSBTc-3 incrementa el T'T del PPP de manera dosis
dependiente (Figura 3.3). Como se puede observar en la Figura 3.3, concentraciones de StSBTc-
3 menores a 1 uM produjeron un incremento en el tiempo de trombina de un 40 % respecto
del control. Este aumento resulté significativo y fue comparable al producido por otras serin
proteasas de origen vegetal [Siritapetawee y col., 2012, Siritapetawee y col., 2015]. Al adicionar
trombina se evalta la conversién de fibrindgeno en fibrina (via final comtin) omitiendo los pasos

previos de la cascada de coagulaciéon (Figura 3.1). Por este motivo, el hecho de que la medida
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3.2 Resultados y discusion

del TT se vea afectada puede deberse a diversos factores como deficiencias en el fibrindgeno
o una disminucién en la concentracién del mismo [Attard y col., 2013]. El resultado obtenido

podria explicarse debido a la posible actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3.

3.2.3. Actividad fibrinogenolitica y fibrinolitica de StSBTc-3

Con el objetivo de determinar si StSBTc-3 es capaz de degradar al heterotrimero de fi-
brinégeno se analizé la actividad fibrinogenolitica subunidad especifica segiin lo descripto en
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.4. StSBTc-3 fue ca-
paz de degradar las tres cadenas de fibrindgeno («; 5y v) a todas las concentraciones ensayadas
de manera dosis dependiente a partir de 0,8 uM de StSBTc-3. Este resultado es consistente con
los previamente reportados para otras serin proteasas de origen vegetal con actividad fibrino-
genolitica [Siritapetawee y col., 2012, Choi y col., 2014]. Las concentraciones de StSBTc-3 son
del mismo orden de magnitud que las reportadas para AMP48 aislada del latex de Artocarpus

heterophyllus [Siritapetawee y col., 2012].
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Figura 3.4: Actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 en funcién de la concentracion. Los
patrones de hidrélisis de la fraccion enriquecida de fibrindgeno se muestran en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE 15%. (A). Se incub6 la fraccién enriquecida en fibrin6geno
proveniente de plasma humano (40 pg) con diferentes concentraciones de StSBTc-3: 0
uM (calle 1), 0,2 uM (calle 2), 0,4 uM (calle 3), 0,8 uM (calle 4), 1,6 uM (calle 5) y 3,2
uM (calle 6) por 2 horas a 37 °C. (B). Densitometria correspondiente a la abundancia
de las 3 cadenas de fibrindgeno de los geles mostrados en A: cadena a (negro), cadena 3
(gris), cadena v (blanco). Los valores graficados representan la media de tres experimentos
independientes. Las diferentes letras indican diferencias significativas con p menor a 0,001

y p menor a 0,01 para ANOVA de 1 via y test de Tukey respectivamente.



3.2 Resultados y discusion

En la Figura 3.5 se muestra el patrén de degradacién de fibrindgeno (subunidades «, 8y )
posteriormente a su incubacion con StSBTc-3. Como se puede observar, StSBTc-3 degrada las
subunidades a los tiempos ensayados. Los resultados obtenidos muestran una mayor degradacion
de la cadena (3 por parte de la proteasa respecto a las otras dos cadenas. Este resultado difiere
de los resultados reportados para la serin proteasa aislada del latex de Fuphorbia milii, los

cuales muestran una degradacién preferencial de las cadenas «a y v del fibrindgeno [Fonseca

y col., 2010].

61



3 Caracterizacion bioquimica de la actividad hemostatica de StSB'Tc-3

62

A 1 2 3 4 5 6 7 8 KkDa

B
120-
aaa aaa
I 4 T 11
g 100 ghh b
m b
2 804 b
E &
¢ 60- dm
3 anfas :
T 40
= e e
‘I ﬁ fﬁ
0- T T T T T 'fl T
O e S & @ oS &‘o\

Tiempo (min)

Figura 3.5: Actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 en funcién del tiempo. Los patrones
de hidrdlisis de la fraccién enriquecida de fibrindgeno se muestran en geles de poliacrila-
mida SDS-PAGE 15 %. (A). Se incub6 la fraccién enriquecida en fibrindgeno proveniente
de plasma humano (40 pg) con StSBTc-3 (1 uM) durante diferentes tiempos: 0 min (calle
1), 15 min (calle 2), 30 min (calle 3), 60 min (calle 4), 120 min (calle 5), 240 min (calle
6), 300 min (calle 7) y 300 min sin StSBTc-3 (calle 8) a 37 °C. (B). Densitometria corres-
pondiente a la abundancia de las 3 cadenas de fibrinégeno de los geles mostrados en A:
cadena « (negro), cadena 3 (gris), cadena 7 (blanco). Los valores graficados representan
la media de tres experimentos independientes. Las diferentes letras indican diferencias
significativas con p menor a 0,001 y p menor a 0,01 para ANOVA de 1 via y test de

Tukey respectivamente.
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Estas diferencias podrian explicarse debido a las diferentes especificidades de cada enzima
por un sustrato. Previamente se analizaron los sitios de corte de StSBTc-3 sobre la cadena (3
de insulina oxidada [Pepe y col., 2016]. Se identificaron siete sitios de clivado para la accién
de StSBTc-3 sobre la cadena S de la insulina oxidada: Asn3-Gln4; Cys7-Gly8; Glul3-Alal4;
Leulb-Tyr16; Tyrl6-Leul7; Arg22-Gly23 y Phe25-Tyr26. StSBTc-3 hidrolizé preferentemente
los enlaces peptidicos presentes a continuacion de los aminoacidos hidrofébicos Leu, Tyr y
Phe. Esto concuerda con el patron de especificidad reportado para las serin proteasas del tipo
subtilisina [Graycar y col., 2013]. Ademads, StSBTc-3 fue capaz de escindir los enlaces peptidicos
entre los residuos Glul3-Alal4 y Cys7-Gly8. Se ha reportado un patrén de escisiéon comparable
para otras serin proteasas de origen vegetal como la denominada cucumisina de Cucumis melo
[Kaneda y Tominaga, 1975], partenina de Parthenium agentatum [Lynn y Clevette-Radford,
1988] y macluralisina de Maclura pomifera [Rudenskaya y col., 1995]. Al igual que lo reportado
para la proteasa aislada de Helianthus annuus [Kouzuma y col., 1996] y para la plasmina
humana [Yadav y col., 2006], StSBTc-3 hidroliz6 el enlace peptidico entre Arg22-Gly23. Sin
embargo, StSBTc-3 no fue capaz de clivar el enlace entre Lys29-Ala30 reportado previamente
para la plasmina humana [Groskopf y col., 1968]. A diferencia de lo observado para StSBTec-
3, estudios electroforéticos del proceso inicial de degradacién del fibrinégeno por plasmina
indicaron que la cadena « es la més susceptible a la degradacién [Reganon y col., 1978]. Las
diferencias encontradas en el perfil de degradacién de la cadena 3 de insulina oxidada podrian
explicar las diferencias en la afinidad por las cadenas del fibrinégeno entre StSBTc-3 y plasmina.

Con el fin de determinar el efecto de StSBTc-3 sobre el coagulo de fibrina se realizé un ensayo

de lisis in wvitro del polimero de fibrina [Choi y col., 2013] segtin lo descripto en Materiales y
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Métodos. El codgulo se formo6 por el agregado de trombina y luego se incubd con 3 concen-
traciones diferentes (0,5; 1 y 2 uM) de StSBTc-3. La actividad fibrinolitica de StSBTc-3 fue
determinada mediante un ensayo turbidimétrico descripto en Materiales y Métodos. Se observé
que StSBTc-3 fue capaz de lisar el codgulo de fibrina (Figura 3.6), alcanzando un 50 % de lisis
del codgulo a las 15 h de incubacién a una concentraciéon aproximada de 2 pM. Este valor de
concentracion fue similar al reportado para la codiasa, una serin proteasa con actividad fibri-
nogenolitica proveniente del alga Codium fragile [Choi y col., 2013]. Asi mismo este resultado
fue consistente con el obtenido para la proteasa AMP48 proveniente del latex de Artocarpus
heterophyllus, la cual genera productos de degradacion de fibrina a concentraciones de 1.6 uM

y 3.2 uM a las 14 h de incubacién [Siritapetawee y col., 2012].
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Figura 3.6: Actividad fibrinolitica de StSBTc-3. La lisis del coagulo de fibrina fue de-
terminada a través de un ensayo turbidimétrico. El coagulo se prepard segtn lo descripto
en Materiales y Métodos. La lisis se inicié con el agregado de distintas concentraciones
de StSBTc-3: 0,5 uM (tridngulos), 1 uM (cuadrados), 2 uM (circulos). El descenso en la
turbidez se midi6 durante 24 h a 405 nm. Menor absorbancia indica mayor redisolucion

del coagulo. Los valores son representativos de tres ensayos independientes.

Efecto del pH y la temperatura en la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3

Los efectos del pH y la temperatura sobre la actividad fibrinogenolitica y la estabilidad de
StSBTc-3 fueron similares los reportados para otras serin proteasas de plantas, bacterias y
algas [Majumdar y col., 2014, Siritapetawee y col., 2012, Siritapetawee y col., 2015, Kim y col.,
2015, Choi y col., 2013]. Los resultados obtenidos mostraron que StSBTc-3 presenta actividad

fibrinogenolitica en un rango de pH de 4 a 11 (Figura 3.7) y en un intervalo de temperaturas
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entre 10 °C y 70 °C (Figura 3.8). El pH éptimo para la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3
fue 8 mientras que la temperatura 6ptima fue de 37 °C. Se encontré ademas que la actividad
fibrinogenolitica de StSBTc-3 fue estable para valores de pH entre 3 y 12 (manteniéndose del
75 a 100 % de la actividad relativa) y para temperaturas de 10 a 60 °C (manteniéndose del
75 a 100% de la actividad relativa). Estos resultados fueron consistentes con los resultados

previamente reportados para la actividad DEVDasa de StSBTc-3 [Fernandez y col., 2012].
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Figura 3.7: Efecto del pH en la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3. El pH 6ptimo
(puntos negros) y la estabilidad (puntos blancos) para la actividad fibrinogenolitica fue
determinado digiriendo fibrinégeno humano (40 pg) con StSBTc-3 (1 pM) durante 24 h
a 37 °C en un rango de pH entre 3 y 12. La actividad fue evaluada segtin lo descripto
en Materiales y Métodos. Los valores graficados representan la media de tres medidas

independientes.
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Figura 3.8: Efecto de la temperatura en la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3. La
temperatura 6ptima (puntos negros) y la estabilidad (puntos blancos) de la actividad
fibrinogenolitica fue determinada digiriendo fibrin6geno humano (40 ug) con StSBTe-3 (1
pM) durante 24 h a pH 8 en un rango de temperaturas entre 5 °C y 90 °C. La actividad fue
evaluada segun lo descripto en Materiales y Métodos. Los valores graficados representan

la media de tres medidas independientes.

3.2.4. Actividad hemolitica de StSBTc-3

Con el fin de evaluar la toxicidad de StSBTc-3, se ensayo6 la actividad hemolitica in vitro sobre
glébulos rojos humanos segin lo descripto en Materiales y Métodos. StSBTc-3 no presentd
actividad hemolitica sobre los eritrocitos a ninguna de las concentraciones ensayadas (Tabla
3.1). Estos resultados fueron consistentes con los reportados por Majumdar y col. para una serin
proteasa aislada de Brevivacillus brevis, la cual tampoco mostro actividad citotéxica frente a

eritrocitos humanos [Majumdar y col., 2014].
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Tabla 3.1: Actividad hemolitica de StSBTc-3. Eritrocitos frescos humanos fueron incu-
bados en PBS con diferentes concentraciones de StSBTec-3: 0,2 pM; 0,5 uM; 0,8 uM; 1.0
pM. Control - (0% de hemdlisis): eritrocitos resuspendidos en PBS. Control + (100 % de
hemdlisis): eritrocitos resuspendidos en PBS + Triton X-100. La liberacion de hemoglo-
bina al sobrenadante fue medida a 550 nm. Los valores presentados representan la media

de 3 medidas independientes.

Tratamiento Concentracion (uM) % de Hemolisis

PBS 0
StSBTc-3 0,2 0,19 £ 0,05
StSBTc-3 0,5 0,21 £+ 0,10
StSBTc-3 0,8 0,26 £+ 0,08
StSBTc-3 1 0,27 £ 0,12

Triton X-100 100

3.3. Conclusiones

En este capitulo se abordé la caracterizacién bioquimica de StSBTc-3 en relacién con la
hemostasia. La hemostasia es un proceso complejo que suele ser dividido para su estudio en tres
grandes subprocesos: la hemostasia primaria (agregacién y activacién plaquetaria), la cascada
de coagulacién y la fibrindlisis.

Se encontr6 que StSBTc-3 es capaz de inhibir la retraccién del coagulo in vitro afectando de
manera notable la funcion plaquetaria. Ademas los resultados obtenidos mostraron que StSBTc-
3 posee tanto actividad fibrinolitica (disolucién del codgulo de fibrina) como fibrinogenolitica
(degradaciéon de fibrindgeno soluble). Se encontré que StSBTc-3 degrada preferencialmente la
cadena (8 de fibrindgeno seguida de la v y la o, mostrando diferencias respecto a la plasmina.
Este hecho podria ser explicado debido a las diferencias encontradas entre ambas enzimas en

los sitios de clivado sobre la cadena [ de insulina oxidada. La concentracién de StSBTc-3

68



3.3 Conclusiones

necesaria para observar antiagregacién en plaquetas (0,5 pM) fue menor que la necesaria para
degradar al fibrinégeno (1 uM). Por otro lado los tiempos requeridos para observar la lisis
del codgulo de fibrina (15 h), fueron mayores que los necesarios para observar degradacién de
fibrinégeno soluble (2 h). Estas observaciones resultan consistentes debido a que la degradacién
de fibrina insoluble ocurre en fase heterogénea y por lo tanto es un proceso mas lento que la
fibrinogendlisis. Se han reportado resultados similares para otras proteasas de plantas [Choi
y col., 2013].

La caracterizacién bioquimica de StSBTc-3 mostrd que la proteasa presenta actividad fibri-
nogenolitica en un amplio rango de pH (entre 4 y 11) y temperaturas (entre 10 °C y 70 °C).
Esto, sumado al hecho de no poseer actividad hemolitica in vitro, le confieren a StSBTc-3 ca-
racteristicas deseables para su potencial uso como agente terapéutico dual (antitrombético y/o
antiplaquetario) ubicandola asi como una hidrolasa potencialmente utilizable en biotecnologia.

Los resultados descriptos en este capitulo fueron realizados con fines exploratorios para eva-
luar si StSBTc-3 presentaba algin efecto relacionado con los procesos fisiologicos antes mencio-
nados. Si bien, como se mencioné en la Introduccion, existen numerosas proteasas vegetales con
actividades tromboliticas, antiplaquetarias o fibrinogenoliticas, muchas veces estas actividades
no son sinérgicas. Por lo tanto, el hecho de que StSBTc-3 posea actividad tanto antiagregante
como fibrino(geno)litica, sin haber mostrado efectos procoagulantes en ninguno de los ensayos
realizados, es un buen indicio para continuar con el estudio de esta proteasa para posibles
aplicaciones biomédicas. Los siguientes capitulos abordaran con mayor detalle el estudio de los

efectos de StSBTc-3 sobre la agregacion plaquetaria y la fibrinogendlisis.
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4 Optimizacion de la actividad

fibrinogenolitica de StSBTc-3

4.1. Introduccion

La hemostasia se define como el mantenimiento de la fluidez de la sangre en el interior de
los vasos sanguineo y la proteccion contra el sangrado. Esto se logra a través de un complejo
mecanismo que involucra a las plaquetas, el endotelio, la coagulacién y el sistema fibrinoge-
nolitico [Palta y col., 2014]. Las serin proteasas son cruciales para la hemostasia ya que estén
involucradas en diversas vias que llevan a la formacién del tapon plaquetario y la redisolucién
del mismo [Walsh y Ahmad, 2002].

En el capitulo anterior (Capitulo 3) se describi6 la caracterizacién bioquimica de la subtilisina
de Solanum tuberosum StSBTc-3. Se mostré que StSBTec-3 fue capaz de degradar todas las
cadenas de fibrindgeno, aunque siendo mas notable la degradacion de la cadena f3.

La actividad enzimatica se ve afectada por un gran ntimero de variables, como el pH, la tem-

peratura y la concentracion enzimatica. En el Capitulo 3 se llevd a cabo un estudio preliminar
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4 Optimizacion de la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3

sobre el efecto que estas variables tenian sobre la concentracién enzimética. Sin embargo el
enfoque utilizado no considero la posible interaccién entre variables.

El objetivo del presente capitulo fue optimizar la actividad fibrinogenolitica in wvitro de
StSBTc-3, analizando el efecto del pH, la temperatura y la concentraciéon enzimatica a tra-
vés de RSM, una técnica utilizada satisfactoriamente para la optimizacién de varias reacciones
enzimdticas [Shieh y col., 1995, Hourigan y Chesterman, 1997, Guan y Yao, 2008, Bernal y col.,

2006, Amira y col., 2017].

41.1. RSM

RSM involucra un conjunto de técnicas estadisticas usadas en el tratamiento de problemas
en los que una respuesta de interés depende de varios factores de caracter cuantitativo. El
uso de esta técnica consiste en disenar un experimento que proporcione valores de la variable
dependiente (respuesta) y luego determinar el modelo matemético que mejor se ajuste a los
datos obtenidos. Esta metodologia suele utilizarse para optimizar los valores de los factores que
maximizan el valor de la respuesta y obtener un modelo que permita predecir la misma para
ciertos valores dados de los factores.

La aplicaciéon de RSM permite reducir los costos y el tiempo de los métodos de andlisis
convencional. El valor de la variable dependiente, esta influido por los niveles de los factores
cuantitativos. Podemos decir entonces que el valor real esperado n es funciéon de los factores

cuantitativos Xj.

n= f(X1, X2, ..., X») (4.1)
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4.1 Introduccion

Por lo tanto, la respuesta obtenida Y es:

Y=n+e=f(X1,Xo,...X,) +¢ (4.2)

Donde ¢ es el error esperado en la respuesta. La superficie representada por f(x;) es conocida
como superficie de respuesta. Esta puede ser representada en 2 o 3 dimensiones como diagramas
de contorno que ayudan a visualizar la forma de la superficie. Los contornos se definen como
curvas en los que el valor de la respuesta es constante, dibujados en el plano x;, x; manteniendo
todas las otras variables fijas.

Generalmente la estructura de la relacion entre la respuesta y las variables independientes es
desconocida. El primer paso en RSM es encontrar una aproximacion a la relacion verdadera.
Las aproximaciones mas comunes son polinomios de primer y segundo grado. Los coeficientes de
regresion incluidos en el modelo aproximado se llaman parametros y son estimados minimizando
la suma del cuadrado de los errores.

La construccion de estos modelos es un proceso iterativo. Una vez que se obtiene el primer
modelo aproximado, se evalia si la solucién es o no satisfactoria. Si no es el caso pueden
realizarse mas experimentos o aumentar el grado del polinomio agregando otros parametros
para mejorar el ajuste del modelo [Box y Draper, 1987].

Los factores son las condiciones del proceso que influencian la variable de respuesta. Estos
pueden ser cuantitativos o cualitativos. En este capitulo los factores que se estudiaran son la
concentracion enzimatica, la temperatura y el pH, siendo los tres variables cuantitativas.

La variable respuesta es una cantidad medible cuyo valor se ve afectado al cambiar los niveles

de los factores, siendo el objetivo de este tipo de andlisis optimizar dicho valor. La respuesta que
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4 Optimizacion de la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3

se estudiara en este capitulo es la actividad fibrinogenolitica que fue medida segin lo descripto

en Materiales y Métodos.

4.1.2. Diseino de experimentos

Un aspecto importante de RSM es el diseno experimental [Box y Draper, 1987]. El objetivo
del Disernio de experimentos (DAE) es la seleccién de puntos donde se evaluard la respuesta. La
eleccion del diseno experimental puede tener una gran influencia en la precision del modelo y
en el costo de la construccion de la superficie de respuesta.

Con el proposito de identificar qué variables poseen mayor efecto en la respuesta y en qué
rango, es necesario realizar experimentos preliminares . Los experimentos del Capitulo 1 se
utilizaron aqui para establecer el dominio de las variables independientes estudiadas. Para una
descripcién detallada de la teoria de DAE pueden revisarse los articulos de Box y Draper [Box
y Draper, 1987] y de Montgomery [Montgomery, 2006].

Una combinacién particular de ensayos define un diseno experimental en particular. Los
distintos valores que pueden tomar las variables independientes en el espacio N-dimensional se

denominan niveles. A continuacién se describen algunos de los diferentes disenos existentes.

Diseio factorial completo

Para construir un modelo aproximado que pueda capturar las interacciones entre N variables
puede ser necesario un diseno factorial completo que investigue todas las combinaciones posibles.
En un diseno factorial se varian los niveles de las distintas variables de manera simultanea, no

de forma individual, como suele hacerse en las optimizaciones tradicionales [Box y Draper,
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4.1 Introduccion

1987].

Deben definirse los limites inferior y superior para cada una de las N variables en la optimiza-
cién. Luego se requiere discretizar el rango en diferentes niveles. Si cada una de las variables es
definida sélo en los limites superior e inferior (2 niveles), el diseno experimental se conoce como
un disefio factorial completo 2V. Si también se incluyen los valores medios de los respectivos

rangos el disefio sera 3V (Figurad.1).
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Figura 4.1: Disefio factorial completo 3% (27 ensayos)

Los disefios factoriales pueden utilizarse para ajustar modelos de segundo orden. Este tipo
de modelos puede mejorar significativamente la optimizacion del proceso cuando el modelo de
primer orden no se ajusta de manera adecuada. En general, un modelo de segundo orden se

define como:

Y = ag+ Z a; T; + Z CEZZ.%ZZ + Z Z Qi XiT (43)
=1 =1

i=1j=1

Donde z; y x; son las variables del diseno (factores) y los a son los pardmetros de "sintoni-
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zacion'(tunning). Se requieren evaluar por lo menos (N + 1)(N + 2)/2 puntos. El ntimero de

experimentos necesario crece exponencialmente con el nimero de variables a estudiar.

Diseiio de Box-Behnken (BBD)

Este disefio permite utilizar una fraccion del diseno factorial completo evaluando sélo algunas
de las combinaciones posibles entre las variables.

El BBD es una clase de diseno de segundo orden basado en un diseno factorial incompleto
de tres niveles [Ferreira y col., 2007]. Para un disenio de tres factores, la representacién grafica

se muestra en la Figura 4.2.

X,

X3

>
) ¢

Figura 4.2: Representacion grafica de un BBD de tres factores. Los puntos negros indi-
cados corresponden al punto central del cubo y a los puntos medios de las aristas en el

dominio de variables.

La tabla 4.1 contiene las variables codificadas para un disefio de 3 factores. x1, x9, x3 son las

variables codificadas. Los valores -1, 1 y 0 corresponder al valor minimo, méaximo y medio del
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rango para cada variable (puntos negros en la Figura4.2).

Tabla 4.1: Niveles de factores codificados para un diseno de Box-Behnken correspon-

diente a un sistema de 3 variables independientes.

Experimento X; X, X

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
) -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 o -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
C 0O 0 O
C 0O 0 0
C 0O 0 0

4.1.3. Analisis de datos

Se utiliz6 RSM para optimizar la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 in vitro. Se realiza-
ron 15 ensayos bajo diferentes combinaciones de pH, temperatura y concentracién enzimatica.
Se midi6 la actividad fibrinogenolitica como variable respuesta. Se eligi6 un BBD de 3 factores
como disenio experimental para realizar el analisis estadistico.

Las tres variables independientes estudiadas fueron el pH, la temperatura y la concentracion
enzimatica. Los tres niveles elegidos para cada variable se muestran en la Tabla 4.2 y fueron
seleccionados en base a la caracterizacion preliminar realizada en el Capitulo 3.

Las variables independientes X; fueron codificadas como x; y se definieron en forma adimen-

sional de acuerdo con la ecuacion 4.4.
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z; = (X; — X0)/AX; (4.4)

AX; corresponde al rango para cada variable. X es el valor real en el centro del dominio de
variables, X; es el valor real de cada variable y x; es el correspondiente valor codificado. Las
variables independientes y sus niveles son presentados en la Tabla 4.2. Los 15 ensayos fueron
realizados de manera aleatoria con el objetivo de minimizar posibles tendencias asociadas al
error experimental. Se realizaron dos réplicas para cada experimento y el promedio de ambas

fue utilizada como variable respuesta. Las respuestas obtenidas son presentadas en la Tabla 4.3.

Tabla 4.2: Variables independientes y sus niveles correspondientes a un BBD de tres

factores para la optimizacion de la actividad enzimatica de StSBTc-3

Variable independiente Simbolo Niveles
Sin codificar Codificada -1 0 1
Concentracién enzimatica (M) Xy T 02 26 5,0
pH X5 To 6,0 80 10
Temperatura (°C) X3 T3 20 35 50

El modelo de segundo orden utilizado para describir la relaciéon entre la variable respuesta
(Y = actividad fibrinogenolitica) y las tres variables codificadas se encuentra representado por

la ecuacion 4.5:

Y = by + b1 Xy + be Xo + b3 X3 + D11 X2 + Do Xog + b33 X530
(4.5)

+ 012 X1 X + D13 X1 X3 + b3 X2 X5

Donde Y es la variable respuesta, x; son las variables codificadas, by la constante del modelo,
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4.2 Resultados y discusion

b; el efecto lineal de x;, b; el efecto cuadratico de x; v b; el coeficiente de interaccion entre x;
and zy.

Para realizar el analisis de regresion de los datos obtenidos, la construccion del modelo
cuadratico y la representacion de los graficos de iso-respuesta se llevd a cabo la implementacion
del paquete rsm [Lenth, 2009] en el entorno de trabajo R [R Development Core Team, 2008]. Se
utiliz6 ANOVA para evaluar la significancia de los coeficientes. La calidad del modelo generado

fue evaluada a través del coeficiente R?.

4.1.4. \Verificacion y validacion del modelo

Para la verificacion del modelo, la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 fue medida experi-
mentalmente bajo las condiciones 6ptimas, de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
Para determinar la validez del modelo se compararon los datos obtenidos experimentalmente

con los predichos por el modelo (Ecuacién 4.6).

4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Ajuste del modelo

Se utilizé6 RSM para generar un modelo que permita predecir la actividad fibrinogenolitica in
vitro de StSBTc-3 en funcién de las variables a optimizar (pH, temperatura y concentracién de
enzima). Las condiciones experimentales y las respuestas obtenidas correspondientes al BBD
se muestran en la Tabla 4.3.

Se analizaron las variables dependientes y sus respuestas y se obtuvieron los coeficientes para
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Tabla 4.3: BBD utilizado y respuestas obtenidas para la optimizacion de la actividad
fibrinogenolitica de StSBTc-3

Concentracion o Actividad
N enzimatica (uM) H T(C) fibrinogenolitica
1 0,2 6 35 0,12
2 0,2 10 35 0,15
3 0,2 8 20 0,17
4 0,2 8 50 0,14
5 2,6 10 20 0,35
6 2,6 10 50 0,37
7 2,6 6 20 0,25
8 2,6 6 50 0,27
10 5 8 50 0,75
11 5 6 35 0,62
12 5 10 35 0,59
13 2,6 8 35 0,61
14 2,6 8 35 0,65
15 2,6 8 35 0,59

la ecuaciéon 4.5. Los valores de los coeficientes fueron calculados mediante RSM y se muestran
en la Tabla 4.4. El modelo que predice la actividad fibrinogenolitica (Y) se representa entonces

mediante la ecuacion 4.6.

Y = 6,17e™! + 2,29¢7'z; + 2,50e 21y + 3,88¢ 2r3 — 8,96e 22

—1,57e 23 —1,50e 123 — 1,50e %% (z122) + 8,25e ?(z123) — 6,3le 1¥(aq;3)
(4.6)

El grafico de las respuestas experimentales versus las predichas por el modelo indica un buen
ajuste (Figura4.3). Los resultados obtenidos del andlisis de varianza (Tabla 4.5) muestran que
la contribucién del término cuadratico puro (PQ) es significativa para el modelo, por lo que el

analisis de segundo orden es relevante. Las interacciones entre variables (TWI), en cambio, no
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Tabla 4.4: Coeficientes de regresion obtenidos mediante RSM. Codigos de significacion:
0 "FFE 0,001 "**' 0,01 "*', 0,05 ".", 0,1 . Multiple R?: 0,979. R? ajustado: 0,9411.

Término Coeficiente Error estandar t valor P valor

By 6,17E-1 3,03E-2 20,34 5,3E-6  F**
T 2,29E-1 1,86E-2 12,32 6,2E-5  FF*
Ta 2,50E-2 1,86E-2 1,35 2,4E-1

T3 3,88E-2 1,86E-2 2,09 9,1E-2

T1:To -1,50E-2 2,63E-2 -0,57 5,9E-1

T1:T3 8,25E-2 2,63E-2 3,14 26E-2 *
To:T3 -6,31E-18  2,63E-2 0,00 1,0

x? -8,96E-2 2,73E-2 -3,28 22E-2 %
73 -1,57E-1 2,73E-2 -5,75 22E-3  **
3 -1,50E-1 2,73E-2 -5,47 2.8E-3 ¥

resultaron significativas. Resultados similares fueron encontrados para otras proteasas [Gobbet-

tia y col., 1999, Amira y col., 2017]. El coeficiente de determinacién R? para el modelo obtenido

fue de 0,94 (Tabla 4.5). Esto implica que el 94 % de las variaciones pudieron ser explicadas por

el modelo.

Tabla 4.5: Analisis de varianza del modelo generado por RSM. Multiple R?: 0,979, R?
ajustado: 0,9411. F: 25,87 con 9 y 5 grados de libertad, p-valor: 0,001132. FO: primer

orden; TWI: interaccién entre variables; PQ: término cuadratico puro.

Df Suma Cuadrados Cuadrados medios F Pr (>F)
FO(x1, xo, x3) 3 0,43563 0,145208 52,6435 0,0003324
TWI(zy, z9, x3) 3 0,02812 0,009375 3,3988 0,1105318
PQ(z1, z2, 3) 3 0,17843 0,059477 21.5627 0,0027360
Residuales 5 0,01379 0,002758

Falta de ajuste 3 0,01192 0,003975 4,2589  0,1959881
Error puro 2 0,00187 0,000933
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Actividad fibrinogenolitica calculada

I I I I I I I
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Actividad fibrinogenolitica experimental

Figura 4.3: Validacién del modelo propuesto. Se representa la correlacion entre la ac-
tividad fibrinogenolitica calculada a partir del modelo generado por RSM y la actividad

calculada experimentalmente segin lo descripto en la secciéon de Materiales y Métodos.
4.2.2. Efecto de las variables independientes en la respuesta

Los efectos del pH, la temperatura y la concentracion de StSBTc-3 sobre la actividad fi-
brinogenolitica fueron analizados por RSM. Los coeficientes de regresion correspondientes al
polinomio de segundo orden generado son presentados en la Tabla 4.4.

Las contribuciones de las tres variables estudiadas fueron relevantes para explicar las res-

puestas obtenidas. Las contribuciones cuadraticas y lineales fueron significativas para explicar
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la varianza del modelo mientras que las interacciones entre variables no resultaron significativas
(Tabla 4.5). La contribucién del término lineal correspondiente a la concentracién de StSBTc-3
fue significativa (P < 0,0001), asi como también fueron significativos los términos cuadréticos
correspondientes al pH y la temperatura (Tabla 4.5).

La contribucién lineal para la concentracion enzimética (2,29x1071) resulté un orden de
magnitud mayor que el término cuadréatico (—8,96x10~2). Esto implica que la relacién entre la
variable respuesta y este factor fue aproximadamente lineal. Este resultado concuerda con los
resultados obtenidos durante la caracterizaciéon bioquimica preliminar realizada en el Capitulo
3. Sin embargo, los términos cuadraticos correspondientes al pH y a la temperatura fueron
mayores que los términos lineales (Tabla 4.4), indicando que en estos casos la contribucién
cuadratica a la respuesta fue relevante. La relacion entre las variables estudiadas y la respuesta
se muestra en los diagramas de contorno (Figura 4.4) y en los gréficos de superficie (Figura

4.5).
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Temperatura (°C)

Concentracion enzimatica (M)

90

2 3 4 5

1

Concentracion enzimatica (M)

20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Figura 4.4: Mapas de contorno. Se muestran 2 de las variables independientes a la vez. La
variable no mostrada en cada caso se mantuvo en el valor correspondiente a la respuesta
6ptima. A: Temperatura (°C) vs pH, concentracién enzimatica: 5 pM; B: Concentracién

enzimatica (uM) vs pH, temperatura: 43 °C; C: Concentracién enzimética (uM) versus
temperatura (°C), pH: 8.
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Figura 4.5: Diagramas de superficies generados por RSM. La variable no mostrada en
cada caso se mantuvo en el valor correspondiente al 6ptimo. A: Temperatura (°C) vs pH,

concentracion enzimatica: 5 uM; B: Concentracion enzimatica (uM) vs pH, temperatura:
43 °C; C: Concentracién enzimatica (uM) vs temperatura (°C), pH: 8.

La concentraciéon enzimatica mostré un efecto lineal sobre la respuesta, implicando que la
actividad fibrinogenolitica incrementa con el aumento de la concentracion de StSBTc-3 de
manera dosis dependiente. Sin embargo el pH y la temperatura mostraron un efecto cuadratico

en la variable respuesta. La actividad enzimatica aumenté hasta llegar a un méaximo centrado
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en pH 8 y 43 °C, descendiendo posteriormente con un incremento en cualquiera de las variables

(Figuras 4.5 y 4.4).

4.2.3. Condiciones optimas y verificacion del modelo

Los niveles 6ptimos correspondientes a los tres factores estudiados fueron obtenidos a partir
del modelo generado (Ecuacién 4.6). En estas condiciones (pH 8, concentracién de enzima 5
uM y 43 °C de temperatura) el modelo predijo una actividad fibrinogenolitica de 0,62. La
capacidad del modelo de predecir la respuesta fue puesta a prueba realizando experimentos
adicionales usando las condiciones 6ptimas predichas. La actividad fibrinogenolitica encontrada
experimentalmente (0,55) no fue significativamente diferente a la predicha por el modelo (P <
0,01)

Los resultados obtenidos de la caracterizacion bioquimica realizada en el Capitulo 3 no fueron
significativamente diferentes a los encontrados mediante el andlisis por RSM. Esta evidencia ex-
perimental sugiere que la interaccion mutua entre las variables no contribuye significativamente
a la respuesta obtenida; la no significancia de los términos de interacciéon del modelo (Tabla
4.5) avala esta observaciéon. Cada variable contribuye a la respuesta de manera independiente
(Tabla 4.5)

El pH y la temperatura 6ptima obtenidos se encuentran en el mismo rango que los corres-
pondientes previamente descriptos para otras serin proteasas de plantas con actividad fibrino-

genolitica ( [Siritapetawee y col., 2012]).
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4.3. Conclusiones

Se encontraron las condiciones 6ptimas de pH, temperatura y concentracion enzimatica para
la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 in vitro mediante RSM.

Del anélisis resultaron las condiciones 6ptimas de pH (8) y temperatura (43 °C). El efecto de la
concentracion de enzima en la respuesta fue lineal en el intervalo de concentraciones utilizados,
donde concentraciones mas altas de enzima produjeron actividades enziméaticas mayores. La
actividad enzimatica correspondiente a las condiciones 6éptimas fue verificada por experimentos
adicionales. Bajo estas condiciones, la actividad experimental result6 similar a la predicha por
el modelo. Ademaés se pudo determinar que StSBTc-3 mantuvo su actividad fibrinogenolitica
en condiciones fisioldgicas (pH 7,45 y temperatura 37°C), lo que la hace adecuada para una
posible aplicacion biomédica.

Aunque como se mencion6 anteriormente, los resultados obtenidos mediante este andlisis no
resultaron significativamente diferentes a los obtenidos en la caracterizacién bioquimica reali-
zada previamente (Capitulo 3), el andlisis por rsm implicé una mejora sustantiva debido a las
siguientes razones. El BBD utilizado permitié reducir el nimero de experimentos requeridos
para obtener un modelo estadisticamente robusto. El analisis por RSM implementado a través
del paquete rsm en el entorno de trabajo R [Lenth, 2009] resulté una herramienta conveniente
para obtener la informacion requerida, ya que no sélo pudo obtenerse la respuesta en las con-
diciones 6ptimas sino que se generé un modelo que es capaz de predecir la respuesta en todo el
dominio de variables estudiadas. Esto es particularmente relevante en esta tesis debido a que
uno de los objetivos futuros es unir covalentemente StSBTc-3 a una superficie polimérica, im-

plicando procesos de derivatizacién [Fischer y col., 2018]. El modelo podria entoncer ser capaz
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de predecir la actividad enzimatica durante los diversos pasos de dichos procesos.

A través del analisis por RSM fue posible determinar el rango dentro del dominio de variables
que corresponde a las mayores actividades. Esto permitié predecir la respuesta en condiciones
fisiologicas, siendo deseable que la proteasa StSBTc-3 mantenga su actividad fibrinogenolitica

en dichas condiciones como requisito para poder ser considerada para aplicaciones biomédicas.
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5 Actividad antiplaquetaria de StSBTc-3

5.1. Introduccidn

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte en el mundo. Las
terapias antiplaquetarias y anticoagulantes han mejorado en las ultimas décadas, sin embargo
todavia es necesaria la busqueda de nuevos farmacos y el mejoramiento de dichas terapias
[Valgimigli y col., 2017]. Los resultados obtenidos en el Capitulo 3 de esta tesis demostraron que
StSBTec-3 inhibid la retraccién del coagulo in vitro. Aunque se encuentra ampliamente reportado
en bibliografia que la retraccion del coagulo es en parte dependiente de la via de senalizacion
a partir de la integrina a2b/33, el mecanismo no se ha dilucidado de manera completa por lo
que se emplea como un ensayo general de la funcién plaquetaria [Flevaris y col., 2009, Suzuki-
Inoue y col., 2007]. El objetivo del presente capitulo fue profundizar en la caracterizacién de la
actividad antiplaquetaria descripta para la enzima StSBTc-3.

En primer lugar, es necesario comprender los mecanismos bésicos de agregacion. Las plaque-
tas son pequenas células anucleadas generadas a partir de megacariocitos en la médula osea.
Aunque la generaciéon, maduracion y liberacion al torrente sanguineo de las plaquetas atn no

se comprenden completamente, se han logrado avances significativos en las ultimas décadas.
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Durante la circulaciéon sanguinea, las plaquetas pueden adherirse y agregarse rapidamente en
los sitios de lesion vascular, formando lo que se conoce como tapén plaquetario. Las plaque-
tas activadas también pueden proporcionar una superficie de membrana rica en fosfatidilserina
cargada negativamente que promueve la generacion de trombina y por ende la coagulacion de
la sangre. Las plaquetas, por lo tanto, juegan un rol central en la hemostasia. Sin embargo, el
mismo proceso de hemostasia puede causar también trombosis y oclusion de los vasos, siendo
los mecanismos mas comunes que conducen a ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares
después de lesiones aterosclerdticas rotas [Hou y col., 2015]. Se mencionardan aqui brevemente

los mecanismos de accién plaquetaria.

5.1.1. Plaquetas en hemostasia y trombosis

Previamente se defini6 a la hemostasia como el proceso fisiolégico que permite detener el
sangrado durante una lesion y mantener la sangre de manera fluida dentro de los vasos. La
acumulacion de plaquetas en el sitio de la lesién se considera la primera fase de la hemostasia,
mientras que la segunda estd mediada por la coagulacién de la sangre [Wang y col., 2014].
Las plaquetas desempenan un papel central en una serie de eventos secuenciales durante la
formacién del tapén plaquetario (es decir, la adhesion, activacién y agregacion de las plaquetas),
ademas participan activamente en la generacion de trombina que amplifica notablemente la
cascada de coagulacion de la sangre. Asi, las plaquetas contribuyen tanto a la primera como a
la segunda fase de la hemostasia [Wang y col., 2012, Ni y Freedman, 2003].

En la Figura 5.1 se resumen los procesos involucrados durante la agregacion plaquetaria.

Luego de la lesion vascular, las proteinas de la matriz subendotelial, como el coldgeno, se
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exponen a los componentes de la sangre. El factor de von Willebrand (VWF), originado a
partir de células endoteliales, megacariocitos y plaquetas, se encuentra en el plasma sanguineo
y puede anclarse al coldgeno. El receptor de VWF en las plaquetas (glicoproteina (GP)Iba), a
través de la interaccién con el VWF unido a colageno, inicia posteriormente el anclaje de las
plaquetas en el sitio de la lesiéon [Ruggeri, 1997, Ni y col., 2000]. Luego de dicho anclaje, GPVI
y la integrina a2(1 pueden interactuar con el colageno y generar senales de activacion a las
plaquetas [Ruggeri, 1997, Nieswandt y col., 2001]. Posteriormente, la adhesién estable de las
plaquetas es mediada por la unién de varias integrinas a sus ligandos en la pared del vaso (por
ejemplo, integrina allb3 a fibrindgeno/fibrina y fibronectina, a551 a fibronectina o colageno,
y a2f1 a coldgeno, etc.) [Ni y Freedman, 2003, Wilkins y col., 1996, Ni y Wilkins, 1998].

Las interacciones primarias entre los receptores de la superficie de las plaquetas (por ejemplo
GPIba e integrinas) y sus ligandos (por ejemplo, VWF, coldgeno, fibrinégeno / fibrina, etc.)
pueden conducir a la activacion de las plaquetas [Wang y col., 2012]. Por otra parte, luego de la
lesion vascular, se inicia la cascada de coagulacion generando el factor de activacion plaquetario
mas potente, la trombina. Mediante la escision de los receptores activados por proteasa (PAR)
y la unién a GPIbq, la trombina produce activacion plaquetaria [Sambrano y col., 2001].

La activacién plaquetaria expone fosfatidil serina (PS) en la superficie de la membrana im-
pulsando la generacion de trombina y facilitando la activacién plaquetaria adicional [Reheman
y col., 2010, Yang y col., 2006]

Las senales de activacién inducidas por trombina, coldgeno o los ligandos de los receptores de
adhesion, pueden conducir a la liberacion de granulos de plaquetas. Moléculas de adhesion pla-

quetaria, P-selectina, integrinas, VWF, fibrin6geno, fibronectina [Ni, 2006], vitronectina [Ni y
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Freedman, 2003], multimerina [Reheman y col., 2010], factor plaquetario 4 y aproximadamente
300 proteinas adicionales estan contenidas dentro de los a-granulos [Rao, 2013]. Los gréanulos
densos liberan adenosin di-fosfato (ADP) [Johnston-Cox y col., 2011]. La liberacién de Ca*"
desde el reticulo endoplésmico y los granulos densos a través del sensor de Ca?™, la molécula de
interaccién estromal (STIM) 1, y el canal de Ca?", Orai, también contribuyen significativamente
a la activacién de las plaquetas [Bergmeier y Stefanini, 2009, Varga-Szabo y col., 2011]. Existen
variados ciclos de retroalimentacion positiva durante la activaciéon de plaquetas / liberacién de
granulos. En particular, el ADP, probablemente a través de la interaccién con sus receptores
en las plaquetas, inicia la generacién de trombina y la activacién de plaquetas / liberacién de
granulos adicional. Estos eventos de secrecion actiian como segundos mensajeros y, en combi-
nacién con la generacién de tromboxano (Tx) A2 y especies reactivas de oxigeno, amplifican
el proceso de activacion y senalizacion de adentro hacia afuera de la inntegrina allbf3, que a
su vez recluta mas plaquetas para la agregaciéon [Jin y col., 2002, Arthur y col., 2008, Carrim

y col., 2014, Walsh y col., 2014, Chen y col., 2014].
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> MATRIZ
"~ SUBNDOTELIAL

Activacion
Plaquetaria

Figura 5.1: Cascada de agregacion plaquetaria. La exposicion de la matriz subendotelial
permite la adhesion de las plaquetas a las paredes de los vasos, su activacién y finalmente la
agregacion plaquetaria. ADP: adenosin difosfato, GP: glicoproteina; TxA 2: tromboxano
A2; vWF = factor de Von Willebrand. Imagen adaptada [Halkar y Lincoff, 2016]
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5.2. Resultados y discusion

Ensayos preliminares presentados en el Capitulo 3 mostraron que StSBTc-3 inhibi6 la retrac-
cién del coagulo in witro, al ser incubada con plaquetas lavadas humanas suplementadas con
fibrindgeno y trombina. De acuerdo a lo mencionado anteriormente, este ensayo resulta til
para evaluar de forma general la funcién plaquetaria, pero no da indicios acerca del posible
mecanismo de accién. Debido a que la activacién plaquetaria es un proceso sinérgico que puede
iniciarse a partir de senales diversas, se requiere un estudio con agonistas especificos para cada
via de activacion.

La activacion plaquetaria es iniciada por la union de los distintos agonistas a su receptor en
la membrana de las plaquetas. El receptor ocupado puede entonces activarse a través de un
sistema de transduccion de sefiales, como la via de la fosfolipasa C. Esta activacién es seguida
de la produccién de segundos mensajeros, como inositol trifosfato y diacilglicerol, que provocan
la apertura de canales de Ca?" y el concomitante aumento del mismo en el citoplasma de
la plaqueta. Este proceso desemboca en la excrecién del contenido de los granulos situados
dentro de las plaquetas y por tltimo la agregaciéon plaquetaria [Francischetti y col., 1998].
El coladgeno inicia la activacién plaquetaria uniéndose al receptor GPVI en la membrana de
la plaqueta [Roberts y col., 2004]; la convulxina es una lectina de tipo C que produce la
agregacion plaquetaria de manera similar al colageno mientras que por otro lado, la trombina
ejerce su accién a través de la activacion de los receptores activados por proteasas PAR1 y
PAR4 [Sangkuhl y col., 2011]. Por dltimo el compuesto A231787 es un i6noforo que permite la
agregacion plaquetaria a través de la apertura de los canales de Ca** [de la Ossa y col., 1992].

Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, se realizaron ensayos para determinar la agre-
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gacion plaquetaria usando 4 inductores de agregacion distintos: A23187, convulxina, colageno

y trombina; con y sin el agregado de la proteasa StSBTc-3.
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Figura 5.2: Efecto de StSBTc-3 sobre la agregacién plaquetaria inducida por distintos
agonistas. Se diluyeron plaquetas humanas lavadas a un valor de 3z10® plaquetas/ml y se
preincubaron con StSBTc-3 (1 uM). Las muestras fueron suplementadas con CaCly(0.7
mM). Se representa el incremento en la transmitancia (agregacién plaquetaria) en funcién
del tiempo al utilizarse (A) convulxina 0.5 U/ml , (B) A23187 2 uM, (C) trombina 0.5
U/mly (D) coldgeno 5 mg/ml como inductores de la agregacion. La enzima StSBTc-3 fue
agregada a las muestras 1 minuto antes que los agonistas. (E) Porcentajes de maximos de
agregacion alcanzados en los ensayos anteriores. Las medidas corresponden al promedio de

3 medidas diferentes. En todos los casos las diferencias respecto a los controles resultaron
significativas (P < 0,05)
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Los resultados obtenidos mostraron que StSBTc-3 inhibi6 la agregacién plaquetaria inducida
por los 4 agonistas utilizados (Figura 5.2).

Adicionalmente, se evalud la agregacién plaquetaria inducida por trombina en funcion de la
concentracion de StSBTc-3. Los resultados obtenidos (Figura 5.3) mostraron que el porcentaje
de inhibicién de la agregacién plaquetaria inducida por trombina fue dosis-dependiente de la

concentraciéon de StSBTe-3.

107



5 Actividad antiplaquetaria de StSBTc-3

A
1004

9

< e+ StSTBc-3 (0 uM)
0 //Jr-p

Q ?

(3]

g,’ - StSTBc-3 (0,2 uM)
2]

< StSTBc-3 (0,5 uM)

StSTBc-3 (1 uM)
Tiempo (min)
B
100

<

[

0

(8]

g 50+

o

(o))

<

I
0 T T

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
StSBTc-3 (uM)

Figura 5.3: Efecto de StSBTc-3 sobre la agregacion plaquetaria inducida por trombina
en funcién de la dosis. (A): se diluyeron plaquetas humanas lavadas a un valor de 3z10®
plaquetas/ml y se preincubaron con distintas concentraciones de StSBTc-3 (0, 0,2, 0,5 y
1 uM). Las muestras se suplementaron con CaCly (0.7 mM). Se representa el incremento
en la transmitancia (agregacién plaquetaria) en funcién del tiempo. Se utilizé trombina
0.5 U/ml como agonista. StSBTc-3 fue agregada en las muestras 1 minuto antes que
la trombina. (B): Porcentaje maximo de agregacion plaquetaria alcanzado en funcién

de la concentracion de StSBTc-3. Las medidas corresponden al promedio de 3 medidas
diferentes.

Con el objetivo de vincular la actividad proteolitica de StSBTc-3 con la actividad antipla-
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quetaria observada se realizaron ensayos incubando previamente la enzima con el inhibidor
irreversible de serin proteasas PMSF, en concentraciones previamente ensayadas que garantiza-
ran la inhibicién de la actividad de la enzima [Ferndndez y col., 2015]. La incubacién se realiz6
durante 2 h a 25 °C para asegurarse de que el inhibidor remanente no unido covalentemente al
sitio activo de la enzima se hidrolizara, de acuerdo a lo descripto por James y col. (1978) quienes
reportaron que al cabo de 1 h a 25 °C, la fraccion de PMSF (1004M) no unida a proteasas
pierde toda su actividad inhibitoria en soluciones acuosas [James, 1978]. Este procedimiento
asegurd la eliminacion de posibles restos de PMSF que podrian inhibir a la trombina, el ago-
nista utilizado en estos experimentos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.4 A.
Como se puede observar el porcentaje de inhibicién de la agregacion plaquetaria determinado
en presencia de StSBTc-3 inhibida con PMSF fue similar al determinado para la misma concen-
tracién de StSBTc-3 activa (no hubo diferencias significativas para un valor P < 0,05) (Figura
5.4 B). Este resultado sugiere que la actividad antiagregante de plaquetas de StSBTc-3 no esta
relacionada con la actividad proteolitica de la enzima. Por otra parte se analiz6 el porcentaje
de agregacién plaquetaria en presencia de StSBTc-3 desnaturalizada (hervida durante 10 min)
utilizando como inductor de la agregacién trombina. Como se puede observar en la Figura 5.4,
StSBTec-3 no present6 actividad antiplaquetaria, por lo que se podria inferir que es necesaria

su estructura terciaria para dicha actividad.
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Figura 5.4: Efecto de StSBTc-3 inhibida por PMSF y desnaturalizada sobre la agrega-
cién plaquetaria inducida por trombina. (A): Se diluyeron plaquetas humanas lavadas
a un valor de 3x10% plaquetas/ml y se preincubaron con StSBTc-3 (1 uM), StSBTc-3
hervida y StSBTc-3 previamente inhibida con PMSF (0,1 mM). Como control de la fun-
cion plaquetaria se realizaron ensayos en ausencia de la enzima. Las muestras fueron
suplementadas con CaCly (0.7 mM final). Se representa el incremento en la transmitan-
cia (agregacién plaquetaria) en funcién del tiempo. Se utilizé trombina 0.5 U/ml como
agonista. StSBTc-3 fue agregada en las muestras 1 minuto antes que el agonista. (B):
Porcentajes maximos de agregacion alcanzados en los ensayos anteriores. Las medidas

corresponden al promedio de 3 medidas diferentes.
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Para iniciar la activacién plaquetaria, los agonistas activan receptores ubicados en la mem-
brana de las plaquetas. Cada agonista posee receptores especificos, sin embargo la activacién
de cualquiera de ellos culmina con la liberacién del Ca?* en el citoplasma plaquetario. El hecho
de que StSBTc-3 inhiba la agregacién plaquetaria in vitro inducida por los agonistas A231787,
convulxina, colageno y trombina sugiere que la accién de la proteasa es posterior al incremento
de Ca?" en el citosol. La agregacion plaquetaria se produce en tltima instancia cuando, luego
de la liberaciéon del Ca?*, se activa el receptor a2bB33 que concluye en la unién del mismo al
fibrindgeno (previa liberaciéon de los granulos de las plaquetas durante la activacién). El fibriné-
geno crea asi un "puente'que une a las plaquetas entre si permitiendo la agregacién [Sangkuhl
y col., 2011].

Previamente se mostré que StSBTc-3 posee actividad fibrinogenolitica. Sin embargo, dicha
actividad no puede explicar por si sola la inhibicién de la agregacién plaquetaria debido a
que los resultados obtenidos para la enzima inhibida con PMSF no mostraron restitucién de
la agregacién plaquetaria significativa (Figura 5.4). Esto sugiere que la falta de agregacion es
independiente (o por lo menos no depende totalmente) de la actividad proteolitica. Por otro
lado, el tiempo de incubacion de la proteasa con las plaquetas lavadas para la realizacion de los
ensayos de agregacion fue de 1 min. La cinética descripta para la actividad fibrinogenolitica en
el Capitulo 3 mostré que los tiempos necesarios para observar actividad fibrinogenolitica fueron
mayores (de 30 min a 2 h). Esto, sumado al hecho de que las muestras fueron suplementadas
con fibrindgeno en exceso, pareceria indicar que si bien la actividad proteolitica podria explicar
la actividad antiplaquetaria de StSBTc-3 no parece ser el factor que méas contribuye a la misma.

Por lo tanto, estos resultados avalarian la hipotesis de que StSBTc-3 podria actuar como
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un inhibidor del receptor a2bf3 impidiendo la unién del mismo al fibrinégeno y evitando asi
la agregacion plaquetaria. Dicha hipdtesis permitiria explicar la inhibicion de la agregacion,
incluso en ausencia de actividad proteolitica. El hecho de hervir la enzima previamente a la
incubacién con las plaquetas (Figura 5.4) podria haber generado un cambio conformacional en
la estructura terciaria de la proteasa, impidiendo que cierto dominio de StSBTc-3 se una al
receptor en la superficie de las plaquetas y evitando asi la inhibicion plaquetaria. Esta hipotesis

serd explorada en el Capitulo 6.

5.3. Conclusiones

StSBTec-3 inhibid la retraccion del codgulo y la agregacion plaquetaria inducida por trombina,
coladgeno, el ionoforo A23187 y convulxina. La trombina, la convulxina y el colageno actiian
al comienzo de la cascada de senalizacion que produce la agregacion plaquetaria, activando
receptores especificos en la membrana de las plaquetas. Por otro lado, el ion6foro A23187 actua
al final de la via de senalizacion provocando la apertura de los canales de calcio. El hecho de que
StSBTc-3 mostrd inhibicion plaquetaria frente a los cuatro agonistas utilizados, sumado a la
ausencia de retraccién del codgulo formado in vitro (Capitulo 3), sugiere que la enzima podria
estar actuando como un inhibidor de la glicoproteina a2b33 al impedir su unién al fibrinégeno.
El aporte de la actividad fibrinogenolitica al mecanismo de inhibicién de agregacion plaquetaria
de StSBTc-3 fue descartado ya que los ensayos realizados con la enzima previamente inactivada

con PMSF mostraron que aiin en presencia de la enzima inhibida no hay agregacién plaquetaria.
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6 Expresion de StSBTc-3 en E. coli

6.1. Introduccidn

Previamente, Fernandez y col. (2015) purificaron y caracterizaron una serin proteasa de So-
lanum tuberosum denominada StSBTc-3. La proteina en estudio fue secuenciada por MALDI
TOF-TOF. Las busquedas mediante BLASTp y BLASTn contra la base de datos del genoma
de papa revel6 100 % de identidad con una subtilisina de Solanum tuberosum (ID del transcrip-
to y la proteina: PGSC0003DMT400027148 y PGSC0003DMP400018521 respectivamente). La
proteina fue clasificada como una subtilisin proteasa perteneciente a la subfamilia S8 de serin
proteasas. Hasta la fecha la base de datos de papa contiene diversas secuencias de subtilisinas
predichas a partir de ARNm derivados del genoma secuenciado, pero no hay reportes de pro-
tedmica o transcriptémica realizados en papa. Sin embargo la secuencia aminoacidica deducida
para StSBTc-3 mostré homologia con SBT3 y SBT1 de tomate [Ferndndez y col., 2015].

Con el objetivo de profundizar el estudio de las propiedades farmacoldgicas y clinicas se
decidi6 clonar y expresar en un sistema heterélogo (E. coli) la proteasa StSBTc-3. Esta decision
se tomd teniendo el cuenta el bajo rendimiento obtenido mediante el proceso de purificacion

[Ferndndez y col., 2012].
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6 Expresion de StSB'Ic-3 en E. coli

6.2. Resultados y discusion

6.2.1. Clonado de StSBTc-3

Como primera estrategia de clonado de StSBTc-3 se disenaron primers teniendo en cuenta el
marco abierto de lectura (1,7 Kpb) correspondiente a la secuencia nucleotidica
(PGSC0003DMT400027148) previamente relacionada con StSBTc-3 [Fernandez y col., 2015].
Como molde, se utiliz6 ADNc proveniente de hojas de papa. La secuencia de los primers (PF1
y PR2) y los vectores utilizados se indican en el Capitulo de Materiales y Métodos.

Los intentos de amplificacion del mismo a partir de ADNc de hojas de Solanum tuberosum no
fueron exitosos. Se realizaron numerosas pruebas cambiando las condiciones de amplificacion
(Tm entre 45 y 70 °C, molde entre 0,01 y 1 ug), sin embargo no se logré obtener ningin
producto de amplificacion.

Como segunda estrategia de clonado se decidié utilizar como molde ADN genémico aislado
a partir de tubérculos de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. Esta estrategia se
basé en un trabajo previamente reportado por Meichtry y col. (1999) quienes realizaron una
caracterizacion de las secuencias nucleotidicas correspondientes a la familia de subtilasas de
tomate a partir del analisis de bibliotecas de ADNc, encontrando 12 nuevas subtilasas que
mostraron no poseer intrones, entre las cuales se encontraron SBT1 y SBT3 [Meichtry y col.,
1999]. A partir de estos resultados y basados en la homologia entre las subtilasas de tomate y de
papa [Norero y col., 2016] se decidi6 utilizar ADN genémico como molde para la amplificacién

de la porcion del gen codificante de StSBTc-3 por PCR.
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6.2 Resultados y discusion

Figura 6.1: Andlisis en gel de agarosa (0,75 %) del producto de PCR purificado. Calle 1:
marcadores de peso molecular (1Kb), calle 2: amplicén correspondiente al gen codificante
de StSBTc-3. La banda se indica con una flecha.

Como puede observarse en la Figura 6.1, al utilizar ADN genémico como molde para la am-
plificacién por PCR se obtuvo una banda del peso molecular esperado (1,9 Kpb). El fragmento
amplificado se cloné en el vector pProEX-HTb (Quiagen) y el producto de ligacion se utilizo
para transformar E. coli rosetta (DE3) de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
La selecciéon de colonias de E. coli transformadas se realizé en agar LB mediante el agregado
de cloranfenicol y ampicilina segiin lo establecido en Materiales y Métodos. Posteriormente se
purific6 ADN plasmidico de las colonias seleccionadas, confirmandose las construcciones por
secuenciacién (Macrogen sequencing service).

Como resultado de la secuenciacion del producto de amplificacion (Figura 6.1) se obtuvo un
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6 Expresion de StSB'Ic-3 en E. coli

ADNc de 1970 pb cuya secuencia de nucléotidos se muestra en la Figura 6.2. Se puede observar

la presencia de los péptidos tripticos previamente identificados por Ferndndez y col. (2015).

1 M VEAHTTHTSEFILIKILNPASGGLWPASGTFOGQDVITIG®G
1 ATGGTTGAAGCTCACACAACTCATACCTCAGAGTTTCTTAAGCTCAATCCTGCATCTGGACTATGGCCAGCTTCTGGTTTTGGTCAAGATGTTATCATCG
35 vV LDSGVW®PESAST FSETDGL®PETI®PIKRMWIE KT GTIZ CKAGT
101 GTGTACTCGACTCTGGTGTCTGGCCAGAATCTGCTAGTTTCAGTGAAGATGGATTGCCTGAAATTCCAAAAAGGTGGAAGGGAATTTGCAAGGCAGGAAC
68 b FNSSLCNR RIKTITIGANY FNIKTSGTITLADNZPTVNTISMN
201 AGATTTTAATTCTTCATTGTGTAACAGGAAAATCATTGGGGCTAATTATTTCAACAAAGGGATTTTGGCTGATAATCCTACTGTGAATATTTCAATGAAT
101 S ARDT R GHU GTHVASTIAAGNTFAKGEGASYTFOGYATUGTA
301 TCTGCAAGGGATACTAGAGGTCATGGAACACATGTTGCCTCCATTGCTGCTGGTAATTTTGCTAAAGGCGCTTCATATTTTGGATATGCTACTGGAACAG
135 R ¢GMAPRARTIAVYKT FSFEEGTTF FTSDLTIAAMDIUGQAYV
401 CAAGAGGTATGGCGCCACGAGCTAGGATAGCTGTGTATAAGTTTAGCTTTGAGGAAGGAACCTTCACTTCTGATTTAATTGCTGCAATGGATCAAGCTGT
168 AADGVDTITITTISYGWVRTIW®PVYQDSTIAIAST FG GAMMK
501 TGCAGATGGTGTTGACATAATAACTATTTCTTATGGGTGGGTTAGGATTCCAGTGTATCAAGATTCAATTGCGATAGCTTCTTTTGGTGCCATGATGAAA
201 ¢GVvV~>LISASAGNSGPEMGTTINNSGVZPWTIFTVAST CSTTD
601 GGTGTCTTAATCTCTGCTTCAGCTGGAAATAGTGGCCCTGAAATGGGAACTATAAATAATGGTGTCCCTTGGATCTTTACTGTGGCGTCATGCAGTACTG
235 R AFY GTLTLGNGVNTITSGFSLEFPVKTTITII KNTFPVL
701 ATCGAGCATTCTATGGGACTTTAACTCTTGGGAATGGCGTAAATATTACTGGATTTAGCTTGTTTCCAGTGAAAACCATCATCAAGAATTTTCCAGTGCT
268 Y N ESISPCDSSDVLAKVYVYPNG GGRSTIMTIT CFSNAWVE
801 TTACAACGAAAGTATATCACCTTGTGATTCATCTGATGTATTAGCCAAAGTCCCTAATGGTGGACGTAGCATTATGATTTGTTTTAGTAATGCAGTAGAA
301 V.E bDQMAATISESI KFOGGAIYTISDIDU®PDVLSSNTFTFPNFP
901 GTAGAGGACCAAATGGCGGCTATCTCAGAGTCGAAATTTGGAGGAGCCATCTATATTTCTGATGATCCAGATGTATTGTCATCCAATTTTTTTCCAAATC
335 GvvISTIKESGK~ QVIDYATH KSAKU®PIKVSLSTFAQGTRTI
1001 CTGGAGTTGTGATTAGCACCAAGGAAGGGAAACAAGTGATAGACTATGCAACCAAAAGTGCTAAACCAAAAGTCAGCCTCAGTTTCCAGGGAACACGTAT
368 b v XPAPAVSAFSSRGPSLSYLQVAKZ®PDTIMMATPGE GE
1101 TGATGTAAAGCCTGCTCCGGCTGTTTCTGCATTTTCCTCGAGAGGCCCCTCTCTAAGCTATCTGCAAGTAGCAAAGCCAGATATTATGGCACCAGGAGAG
401 L I LAAWPSNNSTDTVIGVNTTFILSGSDYRLVSGTSMA
1201 TTAATTCTAGCAGCCTGGCCATCAAACAATTCAGATACAGTTATTGGTGTCAATACATTTTTGGGTAGTGATTACCGTCTTGTATCAGGTACTTCCATGG
435 AP HIAGIAAMLI KU GAHZPTDWSPSAIRSAMMTTANH
1301 CTGCTCCTCACATTGCTGGAATCGCTGCAATGCTTAAAGGAGCACATCCTGATTGGAGTCCTTCAGCTATTCGATCTGCCATGATGACCACTGCCAACCA
468 L DNTIKNPTIIKTEDG GNSNTTSLAMGAGLVDUZPNIR RA AV
1401 TTTGGATAATACTAAAAACCCCATCAAAACCGAGGATGGTAACAGCAATACTACATCATTAGCTATGGGAGCCGGACTTGTTGATCCAAACCGTGCAGTT
501 bPGLIVYDAT®PQDYVNLLT CSMNZFTLEAQFNTTIARSS
1501 GATCCAGGCCTGATATATGATGCCACTCCACAAGACTATGTGAATCTTCTCTGCTCCATGAATTTTACACTAGAGCAATTCAATACAATTGCTAGATCAT
535 AAKHNCSNZPSDDTINY®PSFTIALTFSPIUGIKYSRILTEKHK
1601 CAGCTAAACACAACTGTTCAAATCCATCTGATGATATCAATTACCCATCATTTATTGCTCTCTTTAGCCCAATTGGGAAATACTCTAGGTTGGAGAAGAA
568 FRRTVTNVGAGAAKYVAKVIAPIKSSTTISTISUPAIQT
1701 ATTCAGGCGGACAGTCACAAATGTTGGAGCCGGTGCAGCTAAGTATGTAGCAAAAGTGATAGCACCAAAAAGCTCGACAATTTCCATCTCTCCACAAACC
601 L VFEKIKNQKOQDYTLTTIWRYI KU GIADTUDU QAQSU GSTITWYV
1801 TTAGTGTTTGAGAAGAAAAATCAGAAGCAGGACTACACTCTTACCATACGTTACAAAGGCATTGCAGATGACCAAGCACAATCTGGTTCAATCACTTGGG
635 EENGHHTVRSPIVVAPALUDAWT *

1901 TTGAAGAGAACGGTCATCACACCGTAAGAAGTCCTATAGTAGTTGCTCCAGCGCTTGATGCCTGGACCTGA

Figura 6.2: Secuencia nucleotidica y aminoacidica predicha de StSBTc-3 recombinante.
En gris se indica la posicién de los primers en la secuencia (PF1, PR2 y PRI segin
avanza la numeracién de nucle6tidos). La secuencia especifica de los mismos se indica
en el capitulo de Materiales y Métodos. En naranja se indica el sitio de la secuencia de
aminoacidos predicha donde alinean los tripticos previamente reportados por Fernandez
y col. 2015.

La secuencia aminoacidica deducida para StSBTc-3 se aline6 con las proteinas de la base de
datos de proteinas no redundantes del NCBI mediante BLASTp. Con los resultados obtenidos

de la alineacién se construy6 una base de datos conteniendo sélo las proteinas que presentaron
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un porcentaje de similitud mayor al 90 %. Se alinearon las secuencias de la base de datos con
el software MUSCLE, posteriormente el alineamiento fue curado buscando eliminar huecos y
secciones con pobres alineamientos y finalmente se realizé el andlisis filogenético con PhyML.
En la Figura 6.3 se muestra el algoritmo empleado para la construccién de la filogenia, en la

seccion de Materiales y Métodos se describe en detalle el procedimiento utilizado.

ALINEAMIENTO CURADO FILOGENIA ARBOL
MUSCLE (= Gblocks (= PhyML =D TreeDyn

Figura 6.3: Esquema del procesamiento de secuencias proteicas y analisis filogenético
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Figura 6.4: Analisis filogenético. Se muestra el arbol filogenético correspondiente a
StSBTc-3 (en rojo) y a las subtilasas que presentaron un porcentaje de homologia mayor
al 90 %. Los alineamientos de secuencias y las ramificaciones del arbol fueron construidas
segun los establecido en Materiales y Métodos. Se utiliz6 el método de maxima verosimi-
litud implementado en PhyML (v3.1/3.0 aLRT. Los valores de bootstrap se indican sobre

los respectivos nodos. Con A, B y C se indican los clados principales obtenidos.

El arbol filogenético obtenido se muestra en la Figura 6.4. Se observo que StSBTc-3 se en-
cuentra emparentada con otras subtilasas de plantas como Solanum lycopersicum (tomate),
Nicotiana tabacum (tabaco) y Capsicum spp. (aji). A partir del anélisis del arbol filogenético

obtenido se vio que las proteasas estudiadas se agrupan en 3 grandes clados, los cuales tie-
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nen caracteristicas similares en la arquitectura de sus dominios. El clado A agrupa a todas
las subtilisinas de Nicotiana spp., SBT1.6, y SBT1.7 de Capsicum spp. y SBT1 de Solanum
lycopersicum. El clado B contiene a StSBTc-3 junto con SBT1.7 de Solanum lycopersicum y
SBT1.9 de Solanum pennellii. Por iltimo, el clado C incluye el resto de las secuencias, conte-
niendo solamente proteinas pertenecientes a Solanum spp. y Capsicum spp.. El analisis mostré
que las subtilisinas de Nicotiana spp., SBT1.6 y SBT1.7 de Capsicum spp. y SBT1 de Solanum
lycopersicum se encuentran mas cercanas entre si y en conjunto a mayor distancia filogenética
del resto de las secuencias analizadas. Por otro lado StSBTc-3 se encuentra mas cercanamente
emparentada con las subtilisinas de tomate como se observo en el alineamiento representado en

la Figura 6.5.
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StSBTc3  MLGVPFLLFSWCLFGPSLLLGTSAERSTYIVHLDKSFMPKIFATHQNWHSSIIDTIKIEAPTTQNGHHPVPK
SBT17 MLRVPKLLFSWFLFSTCLLLGTSAERSTYIVHLDKSFMPKIFATHQNWHSSIIGTIKIEAPTTQNDYHPLPK
SBT19 MLRVPKLLFSWFLFSTSLLLGTSAERSTYIVHLDKSFMPKIFATHQNWHSSIIDTIKIEAPTTQNDYHPLPK
SBT3 - -MELLHLLLFSWALSAHLFLALAQRSTYIVHLDKSLMPNVFTDHHHWHSSTIDSIKASVPSSVDRFHSAPK

cons REP- oo Bg 5 UIEERFEEENGREGCUNIg giig Big gRENES &3 giRI | figg g RF_ EXC

StSBTc3  LLYSYDNVIHGFSAVLSKHELELLEKSAGFLSAYKDRSVEAHTTHTSEFLKLNPASGLWPASGFGQDVIIGV

SBT17 LLYSYDNVIHGFSAVLSKDELKSLEKSAGFLSAYKDRSVEAHTTHTSEFLKLNPASGLWPASGFGODVIIGV
SBT19 LLYSYDNVIHGFSAVLSKDELKSLEKSAGFLSAYKDRSVESHTTHTSEFLKLNPASGLWPASGFGODVIIGV
SBT3 LVYSYDNVLHGFSAVLSKDELAALKKLPGFISAYKDRTVEPHTTHTSDFLKLNPSSGLWPASGLGQDVIVAV
cons o R RRK L ORRORRORR K K ok Kok ROk ok o ok KRRk oK o ok OR K ¢ R R R R Rk R L K

StSBTc3  LDSGVWPESASFSEDGLPEIPKRWKGICKAGTDFNSSLCNRKIIGANYFNKGILADNPTVNISMNSARDTRG

SBT17 LDSGVWPESASFSDDGLPEIPKRWKGICKAGTDFDSSLCNRKIIGANYFNKGILADNPTVNISMNSARDTRG
SBT19 LDSGVWPESASFSDDGLPEIPKRWKGICKAGTDFDSSLCNRKIIGANYFNKGILADNPTVNISMNSARDTRG
SBT3 LDSGIWPESASFQDDGMPEIPKRWKGICKPGTQFNASMCNRKLIGANYFNKGILANDPTVNITMNSARDTDG
cons sk o SoRRCRIORE 1ok kR ROk ROk RR oK ok 1ok s ook soksRok Rk ORR + kR sRok ook ok ok

StSBTc3  HGTHVASIAAGNFAKGASYFGYATGTARGMAPRARIAVYKFSFEEGTFTSDLIAAMDOAVADGVDIITISYG

SBT17 HGTHVASIAAGNFAKGASYFGYATGTARGMAPRARIAVYKFSFEEGTFTSDLIAAMDQAVADGVDILTISYG
SBT19 HGTHVASIAAGNFAKGASYFGYGTGTARGMAPRARIAVYKFSFEEGTFTSDLIAAMDOAVADGVDILTISYG
SBT3 HGTHCASITAGNFAKGVSHFGYAPGTARGVAPRARLAVYKFSFNEGTFTSDLIAAMDQAVADGVDMISISYG
cons Rk Rk koksokokokok ok dokk | kokokoRsk olokokok 3 okkolok ok o skokokokokRoRkoRok okl ok ok ok okok 1+ kokokok

StSBTc3  WVRIPVYQDSIAIASFGAMMKGVLISASAGNSGPEMGTINNGVPWIFTVASCSTDRAFYGTLTLGNGVNITG

SBT17 WVRIPVYODSIAIASFGAMMKGVLVSASAGNSGPEMGT INNGVPWIFTVASCSTDRSFYGTLTLGNGVNITG
SBT19 WVRIPVYODSIAIASFGAMMKGVLVSASAGNSGPEMGT INNGVPWIFTVASCSTDRSFYGTLTLGNGVNITG
SBT3 YRFIPLYEDAISIASFGAMMKGVLVSASAGNRGPGIGSLNNGSPWILCVASGHTDRTFAGTLTLGNGLKIRG
cons T kR R Rk REORRRORRRR KRR L RRORRE Rk ok kR KGR . KRR RRR K RRRRRRK . R K

StSBTc3 FSLFPVKTIIKNFPVLYNESISPCDSSDVLAKVPNGGRSIMICFSNAVEVEDQMAAISESKFGGAIYISDDP

SBT17 FSLFPVKTIIKNLPVLYNESISPCDSSDVLAQVPNAGRSIMICYSNAVEVEDQMAAISESKFGGAIYISDDP
SBT19 FSLFPVKTIIKNLPVVYNESISPCDSSDVLAQVPNAGRSIMICDSNAVEVEDQMAAISESKFGGAIYISDDP
SBT3 WSLFPARAFVRDSPVIYNKTLSDCSSEELLSQVENPENTIVICDDNG-DFSDQMRIITRARLKAAIFISEDP
cons grtmdi o gagEpg PRgRTIgRERT MR gEnigeht o SgRighad SR o R Rigoggg SRRgRRAgRA

StSBTc3  DVLSSNFFPNPGVVISTKEGKOVIDYA- TKSAKPKVSLSFOGTRIDVKPAPAVSAFSSRGPSLSYLQVAKPD

SBT17 DVLSSNFFPNPGVVISTKEGKOVIDYATKNA - EPKASISFOGTRIGVKPAPVVSAFSSRGPSLSYLQVAKPD
SBT19 DVLSSNFFPNPGVVISTKEGKQVIDYATKNA - EPKVSISFQGTRIGVKPAPVVSAFSSRGPSLSYLQVAKPD
SBT3 GVFRSATFPNPGVVVNKKEGKQVINYV-KNSVTPTATITFQETYLDTKPAPVVAASSARGPSRSYLGISKPD
cons LRk ckkoRdokk . Rkl ok ok waackk k- olokk kb R kokRok Rk LRk

StSBTc3 IMAPGELILAAWPSNNSDTVIGVNTFLGSDYRLVSGTSMAAPHIAGIAAMLKGAHPDWSPSAIRSAMMTTAN

SBT17 IMAPGELILAAWPSNNSDTVIGVNTFLGSDYRLVSGTSMAAPHIAGIAAMLKGAHPDWSPSAIRSAMMTTAN
SBT19 IMAPGELILSAWPSNNSDTVIGVNTFLGSDYRLVSGTSMAAPHIAGIAAMLKGAHPDWSPSAIRSAMMTTAN
SBT3 ILAPGVLILAAYPPNVFATSIGTNILLSTDYILESGTSMAAPHAAGIAAMLKAAHPEWSPSAIRSAMMTTAD
cons Hookkok KoKk kR K HokR K ok kk ok RoRRRORRORE SkokokRokoRoR Kok 1 kR Rokok Rk kKR Ok

StSBTc3  HLDNTKNPIKTEDGNSNTTSLAMGAGLVDPNRAVDPGLIYDATPQDYVNLLCSMNFTLEQFNTIARSSAKHN

SBT17 HLDNTKNPIKTEDNNSDTTSLAMGAGLVDPNRAVDPGLIYDATPQDYVNLLCSMNFTLDQFKTIARSSAKHN
SBT19 HLDNTKNPIKTEDNNSDTTSLAMGAGLVDPNRAVDPGLIYDATPQDYVNLLCSMNFTSDOFKTIARSSAKHN
SBT3 PLDNTRKPIKDSDNNKAATPLDMGAGHVDPNRALDPGLVYDATPQDYVNLLCSLNFTEEQFKTIARSSASHN
cons Hokckk s RRK K R ok R kRoRE kRO s kokok kiR RO R Rk Rk Rk R Kk

StSBTc3  CSNPSDDINYPSFIALFSPIGKYSRLEKKFRRTVTNVGAGAAKYVAKVIAPKSSTISISPQTLVFEKKNQKQ

SBT17 CSNLSDDINYPSFIALFNPIGNYTWLEKKFRRTVTNVGASAAKYVAKVIAPKNSTISVSPQTLVFEKKNQKQ
SBT19 CSNPSDDINYPSFIALFNPIGNYTWLEKKFRRTVTNVGASAAKYVAKVIAPKNSTISISPQTLVFEKKNQKQ
SBT3 CSNPSADLNYPSFIALYSIEGNFTLLEQKFKRTVTNVGKGAATYKAKLKAPKNSTISVSPQILVFKNKNEKQ
cons KK K K KRRRRRRR K KK KK RRRRRRE kK K KK RERK KKK KKK KKK 1 KK 1 K

StSBTc3  DYTLTIRYKGIADDQAQSGSITWVEENGHHTVRSPIVVAPALDAWT

SBT17 DYTLTIRYKGIADDQAQSGSITWVEENGHHTVRSPIVVAPALDAWT
SBT19 DYTLTIRYKGIADDQAQSGSITWVEENGHHTVRSPIVVAPALDAWT
SBT3 SYTLTIRYIGDEGQSRNVGSITWVEQNGNHSVRSPIVTSPIIEVW-
cons JEERERRERER K Ln.p EERERKKNK KK . R KERKERK Lk .. X

Figura 6.5: Alineamiento multiple de secuencias. Comparacion de las secuencias ami-
noacidicas de StSBTc-3 de Solanum tuberosum, SBT1.7 de Solanum pennelli, SBT1.9 y
SBT3 de Solanum lycopersicum. El alineamiento se realiz6é segin lo indicado en Mate-
riales y Métodos. En rojo se indican las regiones de las secuencias que presentan mayor

solapamiento.
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6.2 Resultados y discusion

Utilizando Pfam [El-Gebali y col., 2018] se identificaron los dominios conservados en la se-

cuencia de StSBTc-3 (Figura 6.6).

| | |

R Peptidase RS IEE— 36

Figura 6.6: Asignacién de dominios para StSBTc-3. Los dominios fueron asignados me-

diante HmmerWeb version 2.31.0 [Potter y col., 2018]. Peptidasa S8: dominio proteasa
(aminoécidos 28 al 492) conteniendo el sitio activo (aminoacidos marcados con rombos

violeta); fn3: dominio de fibronectina tipo III (aminodcidos 545 al 648).

Se observo la presencia del dominio subtilasa S8 caracteristico de las proteasas del tipo
subtilisina. A su vez, se identifico la region C-terminal con el dominio fibronectina III. Este
dominio fue descripto previamente también para la subtilasa de tomate SBT3 por Ottmann y
col. (2009). De las proteasas mencionadas en el arbol filogenético (Figura 6.4), SBT3 es la tinica
que se encuentra cristalografiada a la fecha [Ottmann y col., 2009]. Los autores mostraron que

este dominio es fundamental para estabilizar a la proteina en solucién [Ottmann y col., 2009].

6.2.2. Expresion y purificacion de StSBTc-3

La expresion de la proteina recombinante se indujo con IPTG 0,1 M durante 4 hs (Figura
6.7A). Se observé en la Figura 6.7A, la presencia de una banda intensa de aproximadamente 65
kDa en la calle 3 (senalada con una flecha), correspondiente al lisado de colonias suplementadas
con IPTG. En la calle 2, correspondiente al lisado de bacterias sin agregado de IPTG, dicha
banda no se observé, sugiriendo que la misma corresponde a la proteina recombinante. La
Figura 6.7B corresponde a la purificaciéon de la proteasa presente en la fraccién soluble del

lisado. Teniendo en cuenta que el vector pProEX-HTb agrega Histidinas en el N-terminal de
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6 Expresion de StSB'Ic-3 en E. coli

la secuencia clonada, la proteina pudo ser purificada por cromatografia de afinidad en columna
Ni-NTA (Capitulo Materiales y Métodos). Se obtuvo una banda de aproximadamente 65 kDa
en el eluido (Figura 6.7B) que resulté consistente con el peso esperado para StSBTc-3 madura
(70 kDa). Por lo tanto, una fraccion de la proteina StSBTc-3 recombinante obtenida pudo ser
recuperada de la fraccién soluble del lisado.

Se realizd un pool con las fracciones del eluido conteniendo la banda pura y se dializ6 el
mismo contra buffer Tris-HCI 50 mM. Con esta fracciéon se realizaron los ensayos de actividad
enzimatica (Materiales y Métodos).

B

1 2 3 4 56 7 89 1011 12 13 14 15
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Figura 6.7: Analisis en geles de poliacrilamida de la expresion y purificacién de StSBTe-
3 recombinante. A: SDS-PAGE 10 % correspondiente al lisado de colonias transformadas
con la porcion del gen codificante de StSBTc-3 madura. Calle 1: marcadores de peso
molecular; calles 2: lisado de colonias transformadas sin IPTG; calle 3: lisado de colonias
transformadas con IPTG 0,1M. B: Eluido de la columna Ni-NTA de la fraccién soluble
del lisado de colonias transformadas inducidas con IPTG. Las proteinas unidas fueron

eluidas con imidazol 50 mM (calles 2 a 15).
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6.2 Resultados y discusion

6.2.3. Actividad de StSBTc-3 recombinante

Con el objetivo de determinar la actividad de la proteina recombinante obtenida se evalué
la actividad azocaseinolitica, fibrinogenolitica y antiagregante de plaquetas. En la Tabla 6.1 se
resumen los resultados obtenidos. En primera instancia se evalué actividad general de proteasas,
con el fin de determinar con un método rapido y sencillo si la enzima recuperada presentaba
actividad. Se utiliz6 Azocaseina como sustrato, segin lo descripto en Materiales y Métodos.
Se ensayaron distintas concentraciones de enzima (0,1; 1; 10 y 100 M), sin embargo no se
observo actividad azocaseinolitica para ninguna de las concentraciones evaluadas. Ademés se
ensayaron las mismas concentraciones de StSBTc-3 con el sustrato fibrinégeno para determinar

la actividad fibrinogenolitica. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.8.
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Figura 6.8: Actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3 recombinante en funcién de la con-
centracién. Se muestran los patrones de bandas obtenidos en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE 12 %. Se incubaron 40 ug de fibrinégeno con diferentes concentraciones de
StSBTc-3 recombinante durante 2 h a 37 °C. Calle 1: marcadores de peso molecular; calle
2: StSBTc-3 recombinante 100 puM; calle 3: fibrindégeno incubado con StSBTc-3 recom-
binante 10 uM; calle 4: fibrinégeno incubado con StSBTc-3 recombinante 1 puM; calle 5:
fibrin6geno incubado con StSBTc-3 recombinante 10 pM; calle 6: fibrindgeno incubado con
StSBTc-3 recombinante 0,1 pM; calle 7: fibrinégeno incubado en ausencia de StSBTc-3

recombinante.

En la Figura 6.8 pueden observarse las tres bandas correspondiente a las tres cadenas de
fibrinégeno («: 65 kDa, 8: 57 kDa y «: 48 kDa). Para ninguna de las incubaciones de fibrinégeno
con StSBTc-3 se observd desaparicion de alguna de las bandas correspondientes a cada cadena

del sustrato. Por lo tanto StSBTc-3 recombinante no presenté actividad fibrinogenolitica en las
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6.2 Resultados y discusion

concentraciones ensayadas.
Con el fin de evaluar el efecto de StSBTc-3 recombinante sobre la funcién plaquetaria, se

estudio la agregacion de plaquetas lavadas en presencia y ausencia de StSBTc-3 recombinante.
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Figura 6.9: Efecto de StSBTc-3 recombinante sobre la agregacién plaquetaria indu-
cida por trombina. (A) Se diluyeron plaquetas humanas lavadas a un valor de 3z10®
plaquetas/ml y se preincubaron durante 1 min a temperatura ambiente: en ausencia de
StSBTc-3 recombinante (a); con StSBTc-3 recombinante desnaturalizada (previamente
hervida durante 10 min) (b) y con StSBTc-3 recombinante 1 M (c). Las muestras fueron
suplementadas con CaCly 0,7 mM final. Se representa el incremento en la transmitancia
(agregacién plaquetaria) en funcién del tiempo. Se utiliz6 trombina 0,5 U/ml como ago-
nista. (B) Porcentajes de maximos de agregacién alcanzados en los ensayos anteriores.
Las medidas corresponden al promedio de 3 medidas diferentes. En todos los casos las

diferencias respecto a los controles resultaron significativas (P < 0,05)
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6.2 Resultados y discusion

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.9. Como puede observarse, la proteasa
recombinante inhibié parcialmente la agregacién plaquetaria inducida por trombina (curva c),
mientras que para el caso de la enzima desnaturalizada (hervida previamente a la incubacion)
la agregacién plaquetaria ocurrié normalmente (curva b). Este resultado es consistente con los
resultados descriptos en el Capitulo 5, los cuales mostraron que StSBTc-3 purificada fue capaz
de inhibir la agregacion plaquetaria inducida por los agonistas ensayados, entre ellos trombina,
mientras que la agregacién fue normal cuando se hirvié la enzima previamente a la incubacién
con las plaquetas.

Esta reportado que la fibronectina puede unirse a la integrina a2b/33 presente en la membrana
de las plaquetas [Craig y col., 2001]. La presencia del sitio de FnlII en StSBTc-3 podria explicar
la actividad antiplaquetaria aiin en ausencia de actividad proteolitica, debido al bloqueo de esta
integrina en las membranas de las plaquetas. La unién de StSBTc-3 a a2bf33 impediria la unién

de a2bf3 al fibrindégeno, inhibiendo asi la agregacion plaquetaria.

Tabla 6.1: Actividad de la proteina recombinante comparada con StSBTc-3 purificada

Proteina Actividad

Azocaseina Fibrinogenolitca Antiplaquetaria

Purificada de hoja + + +
Recombinante - - +

Con el objetivo de probar esta hipdtesis se amplificé la region del gen correspondiente a
StSBTc-3, comprendida entre los aminoacidos 1 al 492, excluyendo el dominio de fibronectina
III (Figura 6.6). Los resultados obtenidos de la amplificacién por PCR del fragmento indicado

anteriormente se muestran en la Figura 6.10; en la calle 3 se observo una banda de aproximada-
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6 Expresion de StSB'Ic-3 en E. coli

mente 1,4 kpb que resulté consistente con el peso esperado para la porcion del gen codificante
del dominio peptidasa. En la calle 2 se realizd, con fines comparativos, la amplificacién del
gen correspondiente a StSBTc-3 incluyendo el dominio fibronectina (1,9 kpb). Las secuencias
especificas de los primers utilizados (PF1 y PR1) se indican en el capitulo de Materiales y

Métodos.

Kpb 1 2 3

1,5-
1-

Figura 6.10: Anélisis en gel de agarosa (0,75%) del producto de PCR purificado co-
rrespondiente al gen codificante de StSBTc-3 sin incluir el dominio fibronectina III. Calle
1: marcadores de peso molecular; calle 2: amplicon correspondiente a la porciéon del gen
codificante de StSBTc-3; calle 3: amplicon codificante de StSBTc-3 sin incluir el dominio

fibronectina III. Ambas bandas estan indicadas con una flecha.

El fragmento amplificado se clon6 en primer lugar en el vector pProEX-HTb. La seleccién
de colonias transformadas se realizé en agar LB suplementado con cloranfenicol y ampicilina
(Capitulo Materiales y Métodos). Se purific6 ADN plasmidico de las colonias seleccionadas y
se confirmaron las construcciones por secuenciacién (Macrogen sequencing service). Se indujo
la expresién de la proteina recombinante con IPTG 1 mM durante 4 hs (Figura 6.11A) segin lo

descripto en Materiales y Métodos. La proteina recombinante obtenida no pudo ser recuperada
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en la fraccion soluble del lisado y resulté ser totalmente insoluble apareciendo en cuerpos de

inclusién (Figuras 6.11B y 6.11C, respectivamente).
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Figura 6.11: Anélisis en geles de poliacrilamida de la expresion y purificacién del dominio
peptidasa de StSBTec-3 recombinante. A: SDS-PAGE 12 % correspondiente al lisado de
colonias transformadas con la region del gen codificante del dominio proteasa de StSBTc-
3 sin FnllIl. Calle 1: lisado de colonias transformadas incubadas con IPTG 1 mM; calle
2: lisado de colonias trasformadas sin IPTG; Calle 3: marcadores de peso molecular. B:
Eluido de la columna de Ni-NTA de la fraccion soluble del lisado de colonias transformadas
inducidas con IPTG. Para la elucién se utilizé imidazol 50 mM (calles 2 a 7); Calle 1:
MPM. C: Purificacién del dominio proteasa recombinante sin FnlIl de los cuerpos de
inclusién. Calle 1: MPM; calle 2: cuerpos de inclusién redisueltos con urea 8M; Calle 3 a
7: Eluido de la fracciéon soluble del lisado de colonias transformadas inducidas con IPTG.

Para la elucién se utilizé imidazol 50 mM.
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En la Figura 6.11A se muestra la expresién del dominio proteasa de StSBTc-3. Para el cultivo
inducido con IPTG 1 mM (calle 1) se observo la presencia de una banda de peso molecular menor
a 50 kDa consistente con el peso molecular del dominio de proteasa esperado (49 kDa). En la
calle 2, correspondiente al lisado de bacterias sin inducir, la banda previamente mencionada se
encuentr6 ausente. En la Figura 6.11B se muestran las fracciones obtenidas en el eluido durante
la purificacion en columna de Ni-NTA de la fraccién soluble del lisado. La banda observada
previamente en la Figura 6.11A de aproximadamente 50 kDa no pudo ser detectada, lo que
sugiere que la proteina recombinante obtenida no fue soluble.

El precipitado correspondiente al lisado de las colonias transformadas inducidas fue redisuelto
con urea 8M y se procedi6 a la purificacion del mismo utilizando una columna de Ni-NTA segiin
lo descripto en Materiales y Métodos. Se obtuvo una banda de aproximadamente 47 kDa en el
eluido (Figura 6.11 C) que result6 consistente con el peso esperado para StSBTc-3 sin el dominio
fibronectina III (49 KDa), confirmandose entonces que la proteina recombinante obtenida fue
insoluble. Los intentos de redisoluciéon de la misma a través de didlisis en soluciones de urea
cada vez mas diluidas (Materiales y Métodos) no fueron exitosos.

Teniendo en cuenta los resultados mencionados anteriormente se plante6 otra estrategia de
clonado mediante la utilizacién del vector PGEX-KG. Este vector expresa la proteina GST en
el extremo N-terminal de la secuencia clonada. Se encuentra reportado que GST puede ayudar
al plegado y estabilizacién de proteinas en solucién [Terpe, 2003]. Se indujo la expresién de
la proteina recombinante con IPTG 1 mM durante 4 hs, segiin lo descripto en Materiales y

Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.12.
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Figura 6.12: Analisis en gel de poliacrilamida (10 %) del lisado de colonias transformadas
con la porcion del gen codificante del dominio proteasa de StSBTc-3 clonada en el vector
PGEX-KG. Calle 1: lisado de colonias transformadas sin inducir; calle 2: lisado total de
colonias trasformadas incubadas con IPTG 1 mM; Calle 3: fraccién soluble del lisado de

bacterias transformadas incubadas con IPTG 1 mM.

La apariciéon de una banda intensa (senalada con una flecha) indicé que la proteina recom-
binante se indujo correctamente con IPTG 1 mM (Calle 2). La proteina obtenida fue aproxi-
madamente 25 kDa méas pesada que la expresada con el vector pProEX-HTb (Figura 6.11 A)
debido a la presencia de la proteina fusion GST. Sin embargo, a pesar de la inclusion de GST,
el dominio expresado nuevamente resulté ser insoluble, no pudiéndose recuperar en la fraccion
soluble del lisado (calle 3).

El dominio de fibronectina consiste en un sandwich de hojas plegadas antiparalelas curvadas
con forma de barril. Dominios estructurales relacionados se han encontrado en otras numerosas

proteasas incluyendo la peptidasa C5 [Kagawa y col., 2009], factor XIIT humano [Yee y col.,
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1994], serin proteasa alcalina de Bacillus sp. [Nonaka y col., 2004] y proteasas del tipo kexinas
de mamiferos, donde ha sido propuesto que el dominio estabiliza la cargas negativas del sitio
activo [Henrich y col., 2005, Henrich y col., 2003]. En SBT3 la interfase entre el dominio de
Fn IIT y el dominio subtilisina es altamente hidrofébico. Los autores sostienen que el dominio
de Fn III estabiliza la proteina protegiendo estas regiones hidrofébicas del solvente [Ottmann
y col., 2009]. Los resultados obtenidos aqui son consistentes con esta hipétesis debido a que
todos los intentos de obtener el dominio peptidasa sin el sitio de Fnlll de StSBTc-3 en forma
soluble resultaron infructuosos, ain cuando se estabilizé el extremo N-terminal con la proteina
fusion GST (Figura 6.12.

Para la proteina recombinante correspondiente a StSBTc-3 sin el dominio fibronectina III
no se observo ninguna de las actividades ensayadas ya que no pudo ser recuperada de forma

soluble.

6.3. Conclusiones

StSBTc-3 fue clonada en el vector pProEX-HTb y se expresada en E. coli. El analisis filoge-
nético mostré que StSBTc-3 se encuentra mas cercanamente emparentada con las subtilisinas
de tomate (excluyendo SBT1) que con las de aji y tabaco. La asignacion de dominios realizada
para StSBTc-3 indico la presencia de un dominio de peptidasa S8 y del dominio fibronecti-
na tipo III, el cual también esta presente en la subtilasa de tomate cristalografiada SBT3. El
alineamiento de ambas secuencias mostr6é un porcentaje de homologia mayor al 85 %.

Se cloné en los vectores pProEX-HTb y PGEX-KG y se expres6 en FE. coli StSBTc-3 ex-

cluyendo el dominio fibronectina III. El dominio proteasa recombinante resulté ser insoluble
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ain cuando se lo expresé acoplado a GST. Sin embargo la enzima recombinante incluyendo
FnlII pudo ser recuperada en la fraccién soluble del lisado. Esto sugiere que el domino fibro-
nectina tipo III, contribuye a la estabilizaciéon de la proteina en solucion al proteger parches
hidrofébicos en la superficie de la misma, como se describié previamente para la subtilisina de
tomate SBT3 [Ottmann y col., 2009]. Es la primera vez que este dominio es caracterizado para
la proteasa StSBTc-3.

En cuanto a la evaluacion de la actividad enzimatica, no fue posible detectar actividad pro-
teolitica en ninguno de los ensayos realizados. Sin embargo, StSBTc-3 recombinante inhibi6 la
agregacion plaquetaria inducida por trombina a pesar de no presentar actividad fibrinogenoli-
tica. Este resultado podria indicar un posible bloqueo de la integrina de membrana plaquetaria
a2bf3, siendo el dominio fibronectina tipo III un posible candidato para explicar la potencial

interacciéon de StSBTc-3 con a2bj3.

140



Bibliografia

[Craig y col., 2001] Craig, D., Krammer, A., Schulten, K., y Vogel, V. (2001). Comparison
of the early stages of forced unfolding for fibronectin type iii modules. Proceedings of the

National Academy of Sciences, 98(10):5590-5595.

[El-Gebali y col., 2018] El-Gebali, S., Mistry, J., Bateman, A., Eddy, S. R., Luciani, A., Potter,
S. C., Qureshi, M., Richardson, L. J., Salazar, G. A., Smart, A., y col. (2018). The pfam

protein families database in 2019. Nucleic acids research, 47(D1):D427-D432.

[Ferndndez y col., 2015] Fernandez, M. B., Daleo, G. R., y Guevara, M. G. (2015). Isolation
and characterization of a solanum tuberosum subtilisin-like protein with caspase-3 activity

(stsbte-3). Plant Physiology and Biochemistry, 86:137-146.

[Ferndndez y col., 2012] Fernandez, M. B., Pagano, M. R., Daleo, G. R., y Guevara, M. G.
(2012). Hydrophobic proteins secreted into the apoplast may contribute to resistance against

phytophthora infestans in potato. Plant physiology and biochemistry, 60:59-66.

[Henrich y col., 2003] Henrich, S., Cameron, A., Bourenkov, G. P., Kiefersauer, R., Huber, R.,

Lindberg, 1., Bode, W., y Than, M. E. (2003). The crystal structure of the proprotein

141



Bibliogratia

processing proteinase furin explains its stringent specificity. Nature Structural and Molecular

Biology, 10(7):520.

[Henrich y col., 2005] Henrich, S., Lindberg, 1., Bode, W., y Than, M. E. (2005). Proprotein
convertase models based on the crystal structures of furin and kexin: explanation of their

specificity. Journal of molecular biology, 345(2):211-227.

[Kagawa y col., 2009] Kagawa, T. F., O’Connell, M. R., Mouat, P., Paoli, M., O’Toole, P. W.,
y Cooney, J. C. (2009). Model for substrate interactions in c5a peptidase from streptococcus

pyogenes: a 1.9 a crystal structure of the active form of scpa. Journal of molecular biology,

386(3):754-772.

[Meichtry y col., 1999] Meichtry, J., Amrhein, N., y Schaller, A. (1999). Characterization of
the subtilase gene family in tomato (lycopersicon esculentum mill.). Plant molecular biology,

39(4):749-760.

[Nonaka y col., 2004] Nonaka, T., Fujihashi, M., Kita, A., Saeki, K., Ito, S., Horikoshi, K.,
y Miki, K. (2004). The crystal structure of an oxidatively stable subtilisin-like alkaline
serine protease, kp-43, with a c-terminal §-barrel domain. Journal of Biological Chemistry,

279(45):47344-47351.

[Norero y col., 2016] Norero, N. S., Castellote, M. A., de la Canal, L., y Feingold, S. E. (2016).
Genome-wide analyses of subtilisin-like serine proteases on solanum tuberosum. American

journal of potato research, 93(5):485-496.

[Ottmann y col., 2009] Ottmann, C., Rose, R., Huttenlocher, F., Cedzich, A., Hauske, P., Kai-

ser, M., Huber, R., y Schaller, A. (2009). Structural basis for ca2+-independence and acti-

142



Bibliografia

vation by homodimerization of tomato subtilase 3. Proceedings of the National Academy of

Sciences, 106(40):17223-17228.

[Potter y col., 2018] Potter, S. C., Luciani, A., Eddy, S. R., Park, Y., Lopez, R., y Finn, R. D.

(2018). Hmmer web server: 2018 update. Nucleic Acids Research, 46(W1):W200-W204.

[Terpe, 2003] Terpe, K. (2003). Overview of tag protein fusions: from molecular and biochemical

fundamentals to commercial systems. Applied microbiology and biotechnology, 60(5):523-533.

[Yee y col., 1994] Yee, V. C., Pedersen, L. C., Le Trong, I., Bishop, P. D., Stenkamp, R. E.,
y Teller, D. C. (1994). Three-dimensional structure of a transglutaminase: human blood

coagulation factor xiii. Proceedings of the National Academy of Sciences, 91(15):7296-7300.

143






/ Modelo propuesto

En la presente tesis se estudiaron los efectos de la serin proteasa del tipo subtilisina de Sola-
num tuberosum StSBTc-3, previamente aislada y purificada en nuestro laboratorio [Fernandez
y col., 2015], sobre la hemostasia. Para abordar este trabajo se realizaron experimentos ten-
dientes a demostrar la posible accion de StSBTc-3 sobre cada una de las fases que componen el
fendmeno hemostatico. El mismo consiste en el mantenimiento de la sangre en estado liquido
dentro de los vasos sanguineo [Kim, 2015] y puede ser dividido para su estudio en tres procesos
principales: agregacion plaquetaria, cascada de coagulaciéon y fibrindlisis. Debe tenerse en cuen-
ta que la division de la hemostasia en dichos procesos se realiza con el fin de obtener un diseno
experimental para los ensayos in vitro, sin embargo en condiciones fisiologicas los tres procesos
ocurren en simultdneo [Hoffman y Pawlinski, 2014]. A continuacién se resumen los resultados

obtenidos:

= Los ensayos de degradacion a partir de la fraccion de plasma humano enriquecida en
fibrindgeno mostraron que StSBTc-3 posee actividad fibrinogenolitica, presentando de-
gradaciéon para las 3 cadenas constituyentes del fibrinégeno. La cadena [ fue la mas

sensible a la hidrélisis, seguida de la cadena v y « (Seccién 3.2.3). Al mismo tiempo, la
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enzima estudiada no mostr6 actividad hemolitica sobre globulos rojos humanos (Seccién

3.2.4).

La optimizacion de esta actividad mediante el andlisis de la superficie de respuesta obte-
nida, reportada en el Capitulo 4, mostrdé que la enzima fue activa en un rango amplio de
condiciones de pH y temperatura y, a su vez, que el pH y la temperatura éptimos para la
actividad fibrinogenolitica (8 y 43 °C) se aproximaron a las condiciones fisioldgicas (7,45
y 37°C respectivamente). Estudios realizados a partir de codgulos de fibrina insolubles
mostraron que StSBTc-3 fue capaz de degradar el codgulo in vitro a tiempos largos (15
hs). Resulta esperable que la actividad fibrinolitica sea observada a tiempos considera-
blemente més largos que la actividad fibrinogenolitica, debido a que en el primer caso el
sustrato es insoluble, reduciéndose notablemente las interacciones con las enzima. Se han

reportado resultados similares para otras proteasas de plantas ( [Choi y col., 2014]).

Respecto a las pruebas de coagulacién realizadas se mostré que StSBTc-3 fue capaz de
extender el tiempo de trombina (Seccién 3.2.2). Esta prueba es utilizada para evaluar la
via final comiin de la cascada de coagulacion in vitro, implicando la medida del tiempo de
formacién del codgulo de fibrina a partir de PPP [Ignjatovic, 2013]. El resultado obtenido
puede interpretarse a partir de la actividad fibrinogenolitica de StSBTc-3. La degradacién
del fibrin6geno presente en el PPP por accién de la proteasa aumenté el valor del tiempo de
trombina al disminuir la concentracion del precursor de la fibrina, principal constituyente

del coagulo.

En cuanto a la actividad antiplaquetaria de StSBTc-3 in wvitro se mostré que StSBTc-3

inhibié la retraccién del codgulo (Seccién 3.2.1). Este proceso constituye la parte final



de la agregacion plaquetaria. Luego del proceso de activacion y agregacion plaquetaria,
los puentes formados por la unién del fibrinégeno a integrinas en la membrana de las
plaquetas se comprimen generando una disminucién del volumen del coagulo formado.
Debido a su inespecificidad, esta prueba sélo indicé que la funciéon plaquetaria se vid
afectada. Para elucidar el posible mecanismo de acciéon de StSBTc-3 sobre la agregacion

plaquetaria se llevaron a cabo ensayos de agregacion con distintos agonistas (Capitulo 5).

Para evaluar con mayor profundidad la actividad antiplaquetaria se ensayaron 4 agonistas
diferentes: coldgeno, convulxina, trombina, y el ionéforo A2387. Los tres primeros activan
receptores especificos en la membrana plaquetaria, mientras que el tltimo es un ionéforo
que permite la liberacion del Ca?* al citosol (los mecanismos de activacion plaquetaria de
cada uno de ellos se describen en detalle en el Capitulo 5). La hipétesis de que StSBTc-3
actue al final del proceso de activacién plaquetaria, permitiria explicar el hecho de que la
enzima inhibié la agregacion plaquetaria inducida por los 4 agonistas ensayados. Por otro
lado se observd que la antiagregacion no fue inhibida por el inhibidor de serin proteasas
PMSF, pero al hervir la enzima previamente a la incubacién con las plaquetas, la agre-
gacion plaquetaria ocurrié normalmente. Esto sugeriria que la actividad antiplaquetaria
seria independiente de la actividad de proteasa de StSBTc-3, pero podria depender del

plegado de la misma.

Con el fin de reproducir los resultados obtenidos para la proteasa purificada se cloné la
porcién del gen codificante de StSBTc-3 en FE.coli (Capitulo 6). Si bien logré purificarse
la enzima a partir de la fraccién soluble del lisado de bacterias transformantes, la misma

no mostré actividad proteolitica. Ain en ausencia de actividad proteolitica, StSBTc-3
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7 Modelo propuesto

recombinante inhibié la agregacion plaquetaria inducida por trombina, lo que avalaria la
hipétesis de que la actividad antiplaquetaria de StSBTc-3 es independiente de la actividad

proteolitica.

= Mediante el analisis bioinformatico se encontré que StSBTc-3 presenta homologia de se-
cuencias con la enzima SBT3 de tomate, cuya informacion cristalografica se encuentra
disponible (Seccién 6.2.1). También se encontré que la region C-terminal de la enzima

recombinante obtenida presenta un dominio del tipo fibronectina III.

= Al clonar la region del gen codificante del dominio peptidasa de StSBTc-3 excluyendo al
dominio de fibronectina III, la enzima fue recuperada en cuerpos de inclusiéon insolubles
(Seccién 6.2.3). Este resultado avala la teoria propuesta por Ottmann y col. (2009) quienes
propusieron la participacién de este dominio en la estabilizacion estructural de este tipo

de subtilasas en solucién [Ottmann y col., 2009].

La agregaciéon plaquetaria se produce en ultima instancia por la formacion de "puentesconsti-
tuidos por la union de la integrina de membrana plaquetaria a2b33 y el fibrindgeno. Se concluye
entonces que un posible rol de StSBTc-3 como inhibidor de a2b3 permitiria explicar todos los
resultados obtenidos. El bloqueo de la integrina a2b33 por StSBTc-3 generaria un impedimento
para la union del fibrinégeno a la misma, lo que evitaria la agregacion plaquetaria, independien-
temente de la via de activacién. Se encuentra reportado que a2bf3 puede unirse a fibrindgeno,
fibronectinca y vitronectina [Li y col., 2003|. El hecho de que StSBTc-3 posea el dominio del
tipo fibronectina III hace que esta hipdtesis resulte interesante, pero como tal, se requiere de
nuevos ensayos para ser demostrada. En la Figura 7.1 se resume el modelo hipotético propuesto

a partir de los resultados obtenidos, que describe los efectos de StSBTc-3 sobre la hemostasia.
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8 Perspectivas

» La optimizacion de la actividad fibrinogenolitica realizada mostré que StSBTec-3 fue activa
en condiciones fisiolégicas (pH 7,45 y 37°C). Deben disenarse nuevos ensayos para evaluar
los efectos de StSBTc-3 sobre la hemostasia in vivo. El ensayo de sangrado de cola de
raton es comunmente utilizado para evaluar agentes anticoagulantes y tromboliticos in

VIVO.

= Respecto al clonado y expresion de StSBTc-3, no fue posible recuperar la enzima activa
con las construcciones y los sistemas de expresion utilizados. Recientemente se adquirié
en el laboratorio un sistema de expresiéon en levaduras (Kluiveromices lactis); el mismo
podria utilizarse para realizar el clonado y expresion de StSBTc-3 en un sistema que

incorpora potenciales modificaciones postraduccionales.

= Se deben disenar experimentos tendientes a corroborar la hipétesis relativa a la posible
inhibicion de la integrina a2bg3 por parte de StSBTc-3. Un ensayo posible seria la in-
movilizaciéon de la enzima recombinante sobre una superficie polimérica y una posterior
evaluacion de la adhesion plaquetaria sobre las mismas para determinar si las plaquetas

se adhieren a StSBTc-3. Una vez hecho esto, podria estudiarse la adhesién de plaquetas
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8 Perspectivas

mutantes carentes del receptor a2bf3 para evaluar si la adhesiéon se debe a la interaccién

de a2bf3 con StSBTc-3.

= Se estd trabajando en la actualidad en la obtencién de matrices de policarbonato-uretano
electrohiladas (Figura 8.1) para la posterior inmovilizacién superficial de compuestos con
actividades tromboliticas y antiplaquetarias. Estas matrices son utilizadas para aumen-
tar la hemocompatibilidad de distintos dispositivos biomédicos (como stents y valvulas

cardiacas).

Figura 8.1: Fibras de PCU obtenidas por electro spinning. Microscopio 6ptico, 20X

Los objetivos son:

1. Preparar matrices de policarbonato-uretano (PCU) electrohiladas.

2. Modificar superficialmente estas matrices con FMOC-lisina y explorar su desprotec-

cién en fase heterogénea.

3. Explorar la viabilidad de estos nuevos sistemas obtenidos como superficies hemo-

compatibles.
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. Estudiar la relacion estructura - propiedades de los materiales obtenidos, determi-

nando su comportamiento como agentes fibrinogenoliticos.

. Evaluar la respuesta del medio biolégico frente a los sistemas propuestos mediante

ensayos in vitro.
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