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Resumen

Las proteasas o peptidasas son un grupo de enzimas que se encargan de catalizar
la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de las proteinas. Se encuentran en todas las
formas de vida y se reporta que se involucran en la mayoria de los procesos
fisiologicos, asi como en diversas patologias. Dada su importancia es vital su
regulacion, una de las estrategias para este proceso, es el uso de inhibidores de
proteasa los cuales acttan principalmente sobre el sitio activo y/o un sitio alostérico
de la enzima, estos pueden tener un origen quimico o biolégico. Dentro de los
inhibidores de proteasa con origen biolégico se encuentran los péptidos
antimicrobianos, los cuales son secuencias cortas de aminoacidos, presentes en
todos los organismos vivos. Diversos péptidos antimicrobianos de plantas de la
familia defensina se han reportado con actividad de tipo inhibidor de proteasas,
ejemplo de ello es la defensina CfD2 de Cassia fistula, ATTp de Arabidopsis thaliana

y una defensina de Vigna unguiculata.

En este trabajo se evalu6 a la defensina PaDef de aguacate nativo mexicano
(Persea americana var. drymifolia), como posible inhibidor enzimatico. Para lo cual
se evalud la actividad enzimética de serina proteasas, cisteina proteasas y
metaloproteasas en tratamiento con el péptido antes mencionado. Los resultados
reportan un efecto inhibidor sobre metaloproteasas de matriz extracelular de la linea
celular MCF-7 de cancer de mama. En el caso de la cisteina proteasa, el péptido
PaDef no generé efecto alguno sobre la papaina, lo que sugiere un efecto promotor
de la actividad enzimatica sobre las enzimas pertenecientes al grupo de la serina
proteasa, como lo son la tripsina y quimotripsina bovina. Este resultado es
novedoso, dado que no existen reportes de péptidos antimicrobianos con actividad

de tipo promotora enzimatica.

Palabras claves: Planta, Actividad enzimatica, Inhibidor enzimatico, Péptido

antimicrobiano, Defensina PaDef.
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Abstract

Proteases or peptidases are a group of enzymes that are responsible for catalyzing
the hydrolysis of peptide bonds in proteins. They are found in all life forms and are
reported to be involved in most physiological processes, as well as in various
pathologies. Given its importance, its regulation is vital, one of the strategies for this
process is the use of protease inhibitors which act mainly on the active site and/or
an allosteric site of the enzyme, these can have a chemical or biological origin.
Among the protease inhibitors with biological origin are antimicrobial peptides, which
are short sequences of amino acids, present in all living organisms. Various
antimicrobial peptides from plants of the defensin family have been reported with
protease inhibitor-type activity, an example of this is the CfD2 defensin from Cassia

fistula, ATTp from Arabidopsis thaliana, and a defensin from Vigna unguiculata.

In this work, the PaDef defensin from Mexican native avocado (Persea americana
var. drymifolia) was evaluated as a possible enzyme inhibitor. For which the
enzymatic activity of serine proteases, cysteine proteases, and metalloproteases in
treatment with the peptide was evaluated. The results showed that PaDef has an
inhibitory effect on extracellular matrix metalloproteases of the MCF-7 breast cancer
cell line. In the case of cysteine protease, PaDef does not have any effect on papain
and interestingly a promoting effect of enzymatic activity of serine protease group,
such as bovine trypsin and chymotrypsin, was observed. This result was novel since

there are no reports of antimicrobial peptides with enzyme promoter-type activity.

Key words: Plant, Enzymatic activity, Enzymatic inhibitor, Antimicrobial peptide,

Defensin PaDef.
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1. INTRODUCCION

Las proteasas conforman una gran familia de enzimas encargadas de hidrolizar los
enlaces peptidicos de las proteinas. Se clasifican en funcion al aminoacido o metal
presente en su centro activo (proteasas asparticas, glutamicas, cisteina proteasas,
serina proteasas, treonina proteasas, metaloproteasas y proteasas con
mecanismos cataliticos desconocidos). Su buen funcionamiento es fundamental en
todos los seres vivos ya que se involucran en un sinfin de procesos fisiologicos,
desde el crecimiento, la nutricion, mecanismos de defensa e incluso en la regulacion
de la apoptosis. Ademas, se sabe que también se asocian a procesos patoldgicos
como es el caso del cancer y el VIH (Polgan, 2005; Sapkale et al., 2012; Salvesen
et al., 2016).

Dado el papel fisiolégico de las proteasas, es de suma importancia regular su
actividad, para ello los organismos han desarrollado diversos mecanismos, los
cuales actuan desde la activacion de las proteasas por la escision del dominio
zimoOgeno, hasta el uso de inhibidores enziméaticos, los cuales actian sobre el sitio

activo o alostérico.

Dentro de los inhibidores investigados recientemente se encuentran los péptidos
antimicrobianos de plantas. Estos son secuencias cortas de aminoacidos (<100
residuos de aminodacidos), su estructura terciaria se encuentra estabilizada por
puentes disulfuros, los cuales se establecen entre cisteinas altamente conservadas,
favoreciendo asi su actividad biolégica. Se les asocia principalmente en la defensa
contra diversos patdégenos. Sin embargo, se sabe estan involucrados en multiples
procesos fisiolégicos (Herrera-Diaz et al., 2016; Haney et al., 2019; Koehbach y
Craik, 2019).

La familia de las defensinas es un grupo de péptidos antimicrobianos de los cuales
se tienen reportes que actian como inhibidores de proteasas, tal es el caso de la
defensina CfD2 de Cassia fistula, ATTp de Arabidopsis thaliana y una defensina de

Vigna unguiculata. Dichas defensinas presentan actividad frente a enzimas de la
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familia serina proteasa, especificamente sobre tripsina y quimotripsina proteasas,
asociadas principalmente a procesos digestivos y nutricionales (Melo et al, 2002;
Wijaya et al, 2000; Zhao et al, 2002).

En el 2016 durante la realizacion de un transcriptoma del mesocarpo del Aguacate
Nativo Mexicano (Persea americana var. drymifolia), LOpez Gémez y colaboradores
identificaron la expresion de un mensajero abundante, que al ser analizado por
herramientas bioinforméticas se verific que se trataba de una secuencia codificable
para un péptido antimicrobiano de tipo defensina, el cual fue denominado PaDef
(Persea americana Defensina). Posterior a su identificacién se realizaron diversos
estudios corroborando su actividad antibacteriana contra bacterias Gram—y Gram+,
ademas de ser citotoxica frente a lineas de cancer de mama (MCF-7) y leucemia
mieloide cronica (K562) (Guzméan- Rodriguez et al., 2013; Meng et al., 2016; Flores-
Alvares et al., 2018). Sin embargo, se desconoce si al igual que otras defensinas de

plantas, PaDef presenta actividad inhibitoria sobre proteasas.

Por ello, es de interés de este trabajo determinar por métodos in vitro e in silico el
efecto del péptido PaDef sobre la actividad de serina proteasas (tripsina y
quimotripsina), cisteina proteasas (papaina) y metaloproteasas (metaloproteasas
de matriz extracelular y colagenasa Il). Esto con la finalidad de obtener un amplio

rango de evaluacion para futuras aplicaciones.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de las proteasas

Las proteasas o peptidasas es una de las familias de enzimas mas antiguas, por
tanto, se pueden encontrar presentes en todos los seres vivos (Salvesen et al.,
2016), su actividad es catalizar la hidrolisis de los enlaces peptidicos de proteinasy
péptidos, generando cadenas de residuos de aminoacidos méas pequefias (Fig. 1).
Se sintetizan como precursores inactivos o zimdgenos, los cuales contienen un
prodominio que bloquea el acceso del sustrato al sitio activo y pueden tener
funciones adicionales en el plegamiento de proteinas. La activacion tiene lugar
dentro de un compartimento subcelular o el entorno extracelular, en el que la enzima

realiza su funcién biolégica (Verma et al., 2016).

Se involucran en la regulacion de multiples procesos fisiol6gicos como el
crecimiento celular, la nutricion, el recambio celular e incluso la apoptosis. De igual
manera se han relacionado en multiples procesos patoldgicos, por ejemplo, en el
caso de humanos se involucran en afecciones como cancer, artritis, progeria y
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares. Por tanto, es de vital
importancia regular la actividad de dichas enzimas (Tsiatsiani y Heck, 2015;
Clemente et al., 2019).

Proteina

00000 - 00000
O

Proteasa H.0

00000 0 .- 00000

Productos de hidrdlisis

Figura 1. Proceso de hidrdlisis de las proteasas. Las proteasas en presencia de agua
realizan la protedlisis de las cadenas polipeptidicas que conforman a las proteinas,
generando al menos dos productos de dicha escision.



Por lo sefialado anteriormente, y aunado a su relevante papel bioldgico, fisiol6gico
y sus potenciales usos biotecnoldgicos, en los ultimos afios se ha despertado un

interés especial sobre el estudio de estas enzimas.

2.1.2 Clasificacion de las proteasas

A lo largo del tiempo las proteasas se han clasificado considerando varios criterios
(Tabla 1). De manera general y en funcion a su origen, se agrupan en proteasas

microbianas (bacterianas, fungicas y virales), vegetales, animales y humanas.

En funcién al sitio de accion de la enzima se clasifican en exopeptidasas y
endopeptidasas. Las exopeptidasas son aquellas que catalizan cortes proteoliticos
cerca de los extremos terminales del sustrato, por tanto, se dividen en dos tipos, las
aminopeptidasas que realizan protedlisis en el extremo amino y las
carboxipeptidasas en el extremo carboxilo. Las endopeptidasas escinden enlaces

peptidicos dentro de una cadena polipeptidica (Rao et al., 1998).

Basado en el mecanismo catalitico y la presencia de residuos de aminoacidos en
Su sitio activo, se agrupan en proteasas asparticas, glutamicas, cisteina proteasas,
serina proteasas, treonina proteasas, metaloproteasas y proteasas con
mecanismos cataliticos desconocidos (Rao et al., 1998; Mdtyan et al., 2013).

Actualmente las herramientas bioinformaticas han permitido agruparlas en funcion
a la similitud de su secuencia y estructura secundaria, dicha clasificacion esta
disponible en la base de datos MEROPS (Rawling et al., 2012).

De las diversas agrupaciones mencionadas, la que se utiliza con mayor frecuencia
es aquella que esta determinada en funcién a su mecanismo catalitico y el residuo
de aminoéacido presente en su sitio activo. Dentro de esta clasificacion entre las que
se han estudiado con mayor frecuencia son las de tipo serina proteasas, cisteina

proteasas y metaloproteasas.



Tabla 1. Criterios de clasificacion de las proteasas (Rao et al., 1998, Rawling et al., 2012
y Motyan et al., 2013)

En funcién a Grupos
Su origen -Microbianas
-Vegetales
-Animales
-Humanas
Sitio de accién -Exopeptidasas (aminopeptidasas y carboxipeptidasas)
-Endopeptidasas

Mecanismo catalitico y el | -Proteasas asparticas y glutamicas
residuo de aa presente en | -Cisteina proteasas

su sitio activo -Serina proteasas

-Treonina proteasas
-Metaloproteasas

-Proteasas con mecanismos cataliticos desconocidos

Similitud de secuencia y | Base de datos MEROPS

estructura secundaria https://www.ebi.ac.uk/merops/

2.1.2.1 Serina proteasas

Se denominan serina proteasas porque su centro activo posee un residuo de serina,
el cual es indispensable para realizar el corte proteolitico. Cabe mencionar que este
grupo es el mas abundante de las proteasas, diversos estudios lo han identificado
en multiples procesos vitales de eucariotas, procariotas, arqueas y virus (Hedstrom,
2002).

El dominio catalitico de este grupo de enzimas es altamente variable, Unicamente
se conservan 3 residuos de aminoacidos que conforman la triada catalitica,
integrada por Histidina (Hi), Acido aspartico (Asp) y Serina (Ser). De manera
general, en el mecanismo béasico de accion (Fig. 2) se muestra que el ataque
nucleofilico por el grupo hidroxilo de serina sobre el &tomo de carbono del carbonilo
del sustrato es catalizado por un grupo imidazol de histidina como base general.
Esto conduce a la formacion de un intermedio tetrahédrico y un idén imidazolio

(reaccion de adicion). El intermedio tetrahédrico se descompone por catalisis acida
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general en una acil-enzima, una base de imidazol y un producto de amina (reaccién
de eliminacién). Durante la etapa de acilacion, el grupo imidazol transfiere el proton
del hidroxilo de serina al grupo saliente de amina. La acil-enzima luego se desacila
a través de la ruta de reaccion inversa de acilacién, pero en la segunda reaccién de
adicion-eliminacion una molécula de agua en lugar del residuo de serina es el

nucleodfilo atacante (Antafio y Melcata, 2005; Polgan, 2005).
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Figura 2. Mecanismos de reaccidn catalizado por serina proteasas. La triada catalitica
esta compuesta por Ser (un nucledfilo), Asp (un electréfilo) e His (una base). EI mecanismo
basico se da mediante la formacién de un éster entre el atomo de oxigeno de la serinay la
porcién acilo del sustrato, que produce un intermedio tetraédrico y libera la parte amino del
sustrato, posteriormente el ataque del agua sobre el intermediario acil-enzima, lo
descompone y libera el producto &cido, mientras que regenera la forma enzimética original
(Modificado de Antafio y Melcata, 2005).

Las enzimas representativas de este grupo son la tripsina, quimotripsina y la
elastasa, principalmente asociadas a procesos de digestion, no obstante, se sabe

gue en las plantas desarrollan diversas funciones como la regulacion celular durante
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el desarrollo y la senescencia, ademas regulan la formacién de granos de polen y
participan en la defensa de las plantas contra las plagas y microorganismos
fitopatdgenos. Por otro lado, en los animales, adicional a su valiosa participacion en
los procesos de nutricion, se involucran también en la coagulacion sanguinea, la
fibrindlisis (descomposicién de coagulos de sangre) y en el desarrollo celular y la
apoptosis (Antafio, 2005 y Craik et al., 2011).

2.1.2.2 Cisteina proteasas

Este grupo se encuentra ampliamente distribuido en todos los grupos de organismos
Vivos, incluidas bacterias, hongos, protistas, plantas, invertebrados y vertebrados.
Se denominan cisteina proteasas porque en su centro activo presenta una triada
catalitica conformada por Cisteina (Cys), Histidina (Hi) y Asparagina (Asn) (Kedzior
et al., 2016)

Su mecanismo de accion es similar al empleado por las serina proteasas. Para ello,
un residuo de His, presente en el sitio activo, actia como donante de protones y
mejora la nucleofilia del residuo de Cys. El residuo de Cys nucledfilo ataca al
carbono del enlace peptidico reactivo, produciendo el primer intermedio tioéster
tetrahédrico en la reaccién con liberacion de un fragmento amina o amino terminal
del sustrato. Este intermedio se estabiliza mediante enlaces de hidrégeno entre el
sustrato oxianion y un residuo de glutamina altamente conservado. Posteriormente,
el enlace tioéster se hidroliza para producir un resto de acido carboxilico a partir del
fragmento de sustrato restante. El mecanismo se resume en la Fig. 3 (Verma et al.,
2016; Elsasser et al., 2017).

Una de las enzimas representantes de este grupo es la papaina, esta fue la primera
en ser cristalizada y descrita en la mayoria de sus caracteristicas, otras de
relevancia son las caspasas y las calpainas (Verma et al., 2016). Anteriormente, al
igual que las proteasas de tipo serina, las cisteina proteasas se relacionaban
directamente con actividad de tipo digestiva, sin embargo, actualmente se sabe que

se involucran en diversos proceso importantes para la sobrevivencia, por ejemplo,



en plantas participan en el procesamiento de proteinas de almacenamiento antes
de su deposicion en semillas en desarrollo, movilizacion de proteinas de
almacenamiento durante la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas,
senescencia de 6rganos, apoptosis y en el sistema de defensa proteolitica de la
planta contra patdégenos externos, entre otras. En el caso de los animales,
desempeiian un papel fundamental en la renovacion de proteinas intracelulares,
remodelacion Osea, progresion del ciclo celular y apoptosis. Finalmente, las
producidas por microorganismos, contribuyen a la renovacion general de proteina,
al procesamiento de nutrientes y constituyen importantes factores de virulencia

durante la invasién del huésped (Mateusz et al., 2016).
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Figura 3. Mecanismo de reaccion catalizado por cisteina proteasas. La union del
sustrato da como resultado la activacion del tiol. El tiol activado actia como nucledfilo,
atacando el enlace peptidico y provocando su ruptura. Se libera un péptido (producto 1) y
el otro péptido se une covalentemente al azufre. La hidrélisis por agua libera el segundo
péptido (producto 2) y completa el ciclo (Modificado de Elsasser et al., 2017).



2.1.2.3 Metaloproteasas

Este grupo de proteasas se encuentran principalmente fuera de las células, ya sea
como enzimas secretadas o asociadas a la membrana. Para llevar a cabo su
actividad proteolitica requieren de la presencia en su sitio activo de zinc o cobalto
(Alipour et al., 2016).

Dependiendo al sitio donde realizan el corte proteolitico, estas se agrupan en dos
tipos (Fig. 4); las metaloexopeptidasas, que catalizan cortes proteoliticos cerca de
los extremos amino y/o carboxilo terminal del sustrato, y las metaloendopeptidasas
si escinden enlaces peptidicos dentro de una cadena polipeptidica. Este ultimo
grupo se divide en una desintegrina y metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP). Ademas, las MMP se dividieron a su vez en colagenasas (MMP-1, MMP-8,
MMP-13 y MMP-18), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-
10, MMP-11 y MMP-17), matrilisinas (MMP-7 y MMP-26), de tipo membrana (MMP-
14, MMP-15, MMP-16, MMP-24 y MMP-25) y otros tipos (MMP -12, MMP-19, MMP-
20, MMP-21, MMP-22, MMP-28 y MMP-29) (Cascales-Angosto y Alvarez-Gémez,
2010; Alipour et al., 2016).

— Colagenasas

Metaloexopeptidasas

Desintegrina — Gelatinasas

Metaloendopeptidasas

Metaloproteasas de
Matriz (MMP)

Matrilisinas

Metaloproteasas

— De tipo membrana

— Otros tipos

Figura 4. Clasificacion de metaloproteasas



Dado que las estructuras de las metaloproteasas son diferentes entre los diversos
grupos, se ha descrito una estructura tipica (Fig. 5), la cual se compone de un
dominio propéptido zimogénico amino terminal el cual es una region de alrededor
de 80 aminoacidos, un dominio catalitico de aproximadamente 170 aminoécidos,
este es dependiente de metales, una region enlazadora de entre 15 - 65
aminoéacidos, y un dominio carboxilo terminal que corresponde alrededor de 200

aminoacidos (Quintero-Fabian et al., 2019).

Y
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Fig. 5 Estructura tipica de una metaloproteasa. El dominio amino terminal aparece en
amarillo, mientras que el dominio catalitico se sefiala en color negro y el dominio carboxilo
terminal en blanco (Quintero-Fabian et al., 2019).
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Cabe sefalar que las metaloproteasas, difieren en expresion, localizacion,
especificidad del perfil de sustrato, asi como en la funcion que desempefian. Sin
embargo, de manera general, se sabe que las MMP de los vertebrados se encargan
principalmente de la degradacién de la matriz extracelular, lo que favorece el
recambio celular y participa en la diferenciaciéon y proliferacién celular, asi como en
la apoptosis, hecho por el cual también se les asocia directamente con patologias
como el crecimiento tumoral maligno, angiogénesis, invasion y metastasis (Fig. 6).
Ademas, en microorganismos como bacterias, estas proteasas actian como parte
de los factores de virulencia (Cascales-Angosto y Alvarez-Gémez, 2010; Alipour et
al., 2016; Quintero-Fabian et al., 2019).
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Figura 6. Angiogénesis tumoral. La matriz extracelular es degrada por metaloproteasas,
provocando que las células liberen VEGF y otros factores de crecimiento angiogénico, los
cuales migran a las células endoteliales de los vasos mas cercanos, promoviendo la
expresion de proteinas necesarias para la formacién de nuevos vasos. Eso facilita la
regeneracion de la matriz extracelular para nutrir y sostener a los vasos nuevos que
permitiran hacer metastasis y aumentar el tamafio del tumor (Cascales-Angosto y Alvarez-
Gomez, 2010).

2.1.3 Inhibidores de proteasas

Ya que las proteasas participan en diversos procesos biologicos y en mditiples
estados patoldgicos, es de vital importancia regular su actividad con precision, para
ello cada organismo posee mecanismos regulatorios, los cuales actian desde la
activacion de las proteasas por la escision del dominio zimégeno, hasta el uso de
inhibidores enziméticos, los cuales muchas veces acttan sobre el sitio activo o un

sitio alostérico (Clemente et al., 2019).

Los inhibidore de proteasas es una familia diversa de moléculas que permiten
mantener la homeostasis y supervivencia celular. En animales se han descrito como
factores de crecimiento, receptores en la via de sefalizacion celular o durante los
procesos de carcinogénesis. Sin embargo, en enfermedades como el enfisema y
ciertos tipos de epilepsia se deben al mal funcionamiento de estos inhibidores
(Bitoun et al., 2002; Lomas et al., 2002; Ritchie 2003; Qi et al., 2005).
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En las plantas los inhibidores de proteasas se involucran en la movilizacion de
proteina de almacenamiento, regulacion de actividades enziméticas endégenas,
modulacién de apoptosis, mecanismos de defensa frente a animales, insectos y
microrganismo, entre otras (Haq et al., 2004; Valueva y Mosolar, 2004; Van der
Hoorn y Jones, 2004; Hoger y Van der Hoorn, 2013; Clemente et al., 2019).

Bajo un criterio general estos inhibidores se han clasificado en funcion a su origen
en dos grandes grupos, aquellos de origen natural (principalmente proteinas) y los
obtenidos por sintesis quimica. No obstante, Laskowski y Kato (1980) propusieron
clasificarlos en familias, considerando el sitio reactivo especifico presente en las
secuencias, generando 4 familias principales: 1) inhibidores de cisteina proteasa, 2)
inhibidores de metaloproteasa, 3) inhibidores de proteasa aspartica, y 4) inhibidores
de serina proteasa. En el 2004, Rawlings y colaboradores propusieron una nueva
clasificacion agrupandolos en familias y en clanes, reflejando asi las relaciones
evolutivas que existian entre los mismos. En este sistema, las secuencias que
integran un clan tienen estructuras terciarias similares. Los clanes se dividen en
familias las cuales se agrupan en funcién a un ancestro comun, ya que todos los
miembros presentan secuencias de aminoacidos similares. Actualmente los
inhibidores de proteasa se encuentran agrupados en 38 clanes y 85 familias

diferentes (Clemente et al., 2019).

Los inhibidores pueden establecer diversas interacciones con sus respectivas
proteasas. Sin embargo, en su mayoria estos interaccionan bajos dos mecanismos.
Uno de ellos es la reaccion irreversible de “atrapamiento” (Fig. 7A), en este
mecanismo, durante la interaccion proteasa-inhibidor, se provoca un cambio
conformacional del inhibidor por la escisién de un enlace peptidico interno de su
estructura, ocasionando que nunca recupere su estado inicial, por esta razén la
reaccion es irreversible, a este tipo de inhibidores también se les conoce como
suicidas. Las familias mejor caracterizadas de inhibidores de proteasa que
mostraron este mecanismo corresponden a las familias de serpinas,
macroglobulinas a2 e inhibidores de la proteina p35 del baculovirus (Rawlings et al.,

2004; Rawlings, 2010). El otro mecanismo se conoce como interaccion reversible
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de union fuerte (Fig. 7B), en esta reaccion los inhibidores interactian como lo hace
la enzima- sustrato, es decir, con el sitio activo de la proteasa. El complejo proteasa-
inhibidor coexiste en un equilibrio estable entre la forma estable y modificada del
inhibidor donde se escinde el enlace peptidico del sitio activo. Todos los inhibidores
que operan este mecanismo son canénicos, ejemplo de ellos son los inhibidores de
la serina proteasa (Laskowski y Qasim, 2000; Rawlings et al., 2004; Farady y Craik,
2010).

A. Reaccion irreversible de “Atrapamiento” B. Interaccion de unién reversible
P1
e = RL —_—
= “ Inhibidor Complejo

()
N\ i proteasa-inhibidor
” — Proteasa
Proteasa Inhibidor Pt

- S

~
| B " O

Figura 7. Mecanismos de accion general de los inhibidores de proteasas. A. Reaccidn
irreversible de "atrapamiento"”. La interaccién proteasa-inhibidor desencadena un cambio
conformacional. Esta reaccion no es reversible y el inhibidor nunca recupera su estructura
inicial. B. Interaccién de unién reversible. El complejo proteasa-inhibidor coexiste en un
equilibrio estable entre la forma intacta del inhibidor y las formas modificadas del inhibidor
donde se escinde el enlace peptidico del sitio reactivo. P1: sitio reactivo con el inhibidor de
proteasas; RL: bucle reactivo (Clemente et al, 2019).

Dada su importancia fisiolégica y versatilidad el estudio de los inhibidores de
proteasas ha generado un especial interés por sus mdultiples aplicaciones
biotecnoldgicas (Volpicella et al., 2011). Por citar algunos ejemplos, en el campo de
la medicina los inhibidores de metaloproteasas se investigan y aplican en terapias

alternativas contra el cancer y VIH (Sapkale et al., 2012).

En las ultimas décadas se ha hecho hincapié en el estudio de los inhibidores de
proteasas de origen proteico, de manera especial sobre los péptidos

antimicrobianos con un realce sobre aquellos proveniente de plantas como las
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defensinas, ciclétidos y las a-harpininas (Melo et al., 2002; Hellinger y Gruber,2019;

Slavokhotova y Rogozhin, 2020).

2.2 Péptidos antimicrobianos (PAMs)

Los péptidos antimicrobianos forman parte de los mecanismos de defensa de los
organismos Vvivos. Se ha reportado su expresion inducible y/o constitutiva en
bacterias, arqueas, protozoarios, hongos, plantas y animales (Herrera-Diaz et al.,
2016).

Se caracterizan por ser moléculas anfipaticas, mayoritariamente cationicas las
cuales presentan entre 12 y 100 aminoéacidos (Koehbach y Craik, 2019), por lo que
su peso molecular oscila entre 2 y 10 kDa. Ademas, presentan 4, 6, 8 6 12 residuos
de cisteina altamente conservadas, las cuales le proporcionan estabilidad

estructural al péptido, favoreciendo asi las funciones biolégicas del mismo.

La primera funcién descrita y reportada para estos péptidos fue la de proteccion del
hospedero contra una amplia gama de microorganismos patégenos (Herrera-Diaz
et al., 2016). Sin embargo, actualmente se sabe que adicional a su actividad
antimicrobiana, estos presentan diversas actividades biolégicas entre las que se
encuentran: antiviral, antibiofilm, inhibidor enzimatico, inmunomodulador y citotéxico
de células cancerosas, entre otras (Wijaya et al., 2000; Yaw-Jen, 2006; Haney et
al., 2019).

Ya que su actividad bioldgica es diversa, estos péptidos pueden presentan varios
mecanismos de accion. Debido a su carga neta, que en la mayoria de los casos es
positiva y a su capacidad de plegarse en estructuras hidrofobas e hidrofilicas
(anfipatico), los PAMs tiene la facilidad de interaccionar con los componentes
cargados de la membrana celular, como lo son los fosfolipidos, lipopolisacaridos y
acidos teicoicos (Morgera et al.,, 2008, Wang, 2008). Dicha interaccion puede
provocar la ruptura o la permeabilizacion de la membrana, esto mediante la

formacion de poros generados entre los componentes de la membrana y los
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arreglos estructurales de los PAMs. Los modelos mejor descritos hasta el momento
son el de barril, de alfombra y de poro toroidal (Fig. 8). En el caso del modelo del
poro toroidal (Fig. 8A), se genera un canal continuo, esto por la agregacion de
unidades monomeéricas entrantes del péptido, haciendo que las membranas interna
y externa se plieguen, favoreciendo la asociacion de los fosfolipidos de la membrana
con el péptido. En el modelo de barril (Fig. 8B), los mondmeros peptidicos estan
dispuestos de forma paralela a los fosfolipidos de membrana, el lumen del canal
transmembrana se reviste por la zona hidréfila de los péptidos, mientras que el lado
hidréfobo se orienta hacia afuera en asociacién con el nucleo lipidico de las bicapas.
En el modelo de alfombra (Fig. 8C) se da una acumulacion de los péptidos que
interactdan con la membrana externa, lo que desintegra la membrana, dando una

apariencia de alfombra (Le et al., 2017).

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Figura 8. Modelos del mecanismo de accion de los PAMs. A. Modelo poro toroidal; B.
Modelo de barril; C. Modelo de alfombra (Le et al., 2017).

Una vez que los PAMs permean la membrana pueden provocar efectos sobre
blancos intracelulares (Fig. 9), como la inhibicién de la biosintesis y metabolismo
del ADN, RNAy proteinas, bloqueo de chaperonas por el plegamiento de proteinas,
inhibicion de enzimas, biosintesis de pared celular e incluso se ha reportado que
favorecen la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la disrupcién de
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la mitocondria afectando asi el flujo de ATP Y NADH (Peters et al., 2010; Le et al.,
2017; Haney et al., 2019).

Figura 9. Mecanismos de accion intracelulares de los péptidos antimicrobianos. A.
Interaccion con la membrana plasmatica (1, 2 y 3); B. Inhibicion de la sintesis de ADN; C.
Blogueo de la sintesis de ARN; D. Inhibiciébn de enzimas necesarias para la unién de
proteinas a la pared celular; E. Inhibicion de la funcion de los ribosomas y la sintesis de
proteinas; F. Bloqueo de proteinas chaperonas necesarias para el plegamiento de
proteinas; G. Blancos en mitocondria: 1) Inhibicién de la respiracion celular y la induccion
de la formacién de ROS y 2) disrupcion de la integridad de la membrana mitocondrial y el
flujo de ATP y NADH (Peters et al., 2010; Haney et al., 2019).

2.2.3 Péptidos antimicrobianos de plantas

Los péptidos antimicrobianos (PAM) de plantas son pequefias secuencias de
aminoacidos (12-100 aa), cationicos, anfipaticos, presentar un mayor niumero de
cisteinas respecto a los de otros organismos, lo cual les proporciona mayor
estabilidad. Ademas de formar parte de los mecanismos de defensa de las plantas,

se involucran en la regulacion y coordinacion celular del crecimiento, el desarrollo y
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la tolerancia al estrés, por lo tanto, son de vital importancia (Tam et al., 2015;
Lattarulo et al., 2018).

En funcion al numero de residuos de aminoacidos, el peso molecular y el nimero
de enlaces disulfuro que establecen entre sus cisteinas, se clasifican en 12 familias,
las cuales se muestran en la Tabla 2 (De Souza et al., 2011; Garcia-Olmedo et al.,
2001; Marcus et al., 1997).

Tabla 2. Clasificacién de los péptidos antimicrobianos de plantas (de Souza et al.,
2011; Garcia et al., 2001; Marcus et al., 1997).

Familia PM No. Enlaces Actividad
kDa deaa disulfuro
LTP 10 90-95 3-4 Bacterias y Hongos
Snakina 7 60-70 6 Bacterias y Hongos
Defensina 5 45-54 4 Bacterias, Hongos y Citotéxico
Tioninas 5 45-47 3-4 Bacterias, Hongos y Citotoxico
Tipo Heveina 5 43 4 Bacterias Gram positivas y Hongos
Tipo Knottinas 4 36-37 3 Bacterias Gram positivas y Hongos
Cepperinas 4 28-38 | 0 (lineal) Bacterias y Hongos
MBP-1 4 33 2 Bacterias y Hongos
Ciclétidos 3 29-31 3 Bacterias, Virus, Hongos y Citotoxico
Ib-AMP 2 20 2 Bacterias Gram positivas y Hongos
B-barrelinas 6 Hongos
25S albdminas | 4-9 2 Bacterias y Hongos

2.2.3.1 Familia de las defensinas

Por mucho tiempo, las defensinas de plantas fueron consideradas como parte de la
familia de las tioninas, esto debido a que su estructura es muy similar. Sin embargo,
al realizarse analisis estructurales se determin0d que estos péptidos presentaban
una mayor similitud a las defensinas de insectos y herbivoros, dando origen asi a la

familia de las defensinas de plantas (Cornet et al., 1995).

De acuerdo con los elementos que las conforman, las defensinas de plantas se

clasifican en dos grupos, las de tipo | presentan un péptido sefal ubicado en el
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extremo N-terminal, se encarga de dirigir al péptido a su sitio de accion, en el cual
es escindido por proteasas y el dominio defensina. Mientras que las de tipo Il se
conforman por un péptido sefial, el dominio defensina y un prodominio C- terminal
el cual, se sabe que asocia el péptido a la vacuola (Fig. 10) (Lay y Anderson, 2005;
Lay et al., 2014).

Prodominio
Péptido sefal Dominio Defensina Péptido sefial Dominio Defensina C-terminal

A I s

l

I—
- I

Figura 10. Clasificacién de las Defensinas. A. Tipo I: conformadas por un péptido sefal
y un dominio defensina. B. Tipo II: conformadas por un péptido sefial, el dominio defensina
y un prodominio C-terminal (Lay y Anderson, 2005).

La estructura tridimensional de esta familia se conforma por 3 ldminas B y una hélice
a (Fig. 11). Cabe sefalar que las secuencias de aminoacidos de estos péptidos
difieren en gran medida entre si. Sin embargo, se sabe que presentan residuos de
aminoacidos altamente conservados como lo son 2 glicinas, 1 aminoacido
aromatico, 1 4cido glutamico, 1 serinay 8 cisteinas. Estas ultimas forman entre si 4
puentes disulfuro, los cuales le proporcionan estabilidad estructural y favorece su
actividad bioldgica (Cornet et al., 1995, Bloch et al., 1991; Thevissen et al., 2004;
Lay y Anderson, 2005).

Ademas, los peéptidos de la familia defensina poseen un motivo altamente
conservado, denominado y-core (GXCXs-9C) al cual se le ha atribuido su actividad
bioldgica. No obstante, reportes recientes han demostrado que el motivo y-core si
bien es necesario, pero no suficiente para que las defensinas cumplan su funcién
(Sathoff et al., 2019).
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Figura 11. Estructura tipica tridimensional de las defensinas. Conformada por 3
laminas B (sefialado en purpura), una hélice a (sefialado en azul) y 4 puentes disulfuro
(sefialado en color amarillo).

Dado que sus secuencias son muy diferentes entre si, es de esperarse gque
presenten actividad bioldgica variada. Se sabe que actian como antibacterianos,
antifangicos, citotoxico frente a lineas celulares de céancer, reguladores de
crecimientos, inhibidores de la sintesis de proteinas, se involucran en la tolerancia
a metales pesados y como inhibidores enzimaticos (tripsina y a-amilasa), entre otros
(Melo et al., 2002; Wijaya et al., 2000; Zhao et al., 2002; Van der Weerden y Anderson,
2013).
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3. ANTECEDENTES

En el 2016, al realizarse estudios de ESTs del mesocarpo del aguacate nativo
mexicano (Persea americana var. drymifolia) se identificaron mensajeros
abundantes. Uno de ellos tuvo similitud para un péptido antimicrobiano del tipo
defensina el cual fue denominado PaDef (GenBank Accession: KC007441) (Lépez-
Gomez et al., 2016). Posteriormente al ser caracterizado por herramientas
bioinforméaticas, se confirmo6 que se trataba de una secuencia de 78 residuos de
aminoécidos de los cuales 31 conforman el péptido sefial y 44 la regiébn madura del
péptido, clasificAndola asi dentro de las defensinas tipo Il. Su estructura secundaria
se conforma de 3 laminas B y 1 hélice a, motivo caracteristico de las defensinas de

planta (Guzman- Rodriguez et al., 2013).

Este péptido se utilizé para evaluar su actividad antibacteriana mediante un sistema
heterdlogo (Guzman- Rodriguez et al., 2013, Meng et al., 2016) y citotdxica para las
lineas cancerosas de leucemia mieloide crénica K562 (Flores-Alvarez et al., 2018)
y de mama MCF-7 (Guzman-Rodriguez et al., 2016). Interesantemente, resultados
preliminares sugieren que PaDef posee una actividad del tipo de inhibicion de

metaloproteasas (Guzman-Rodriguez et al., 2016).

Diversas investigaciones reportan que algunos péptidos antimicrobianos de la
familia de las defensinas presentan actividad inhibitoria sobre serina proteasas,
ejemplo de ellos es la defensina CfD2 de Cassia fistula, ATTp de Arabidopsis
thaliana y una defensina de Vigna unguiculata. Estas presentan actividad sobre
tripsina a concentraciones milimolares (Melo et al., 2002; Wijaya et al., 2000; Zhao
et al., 2002).

20



4. JUSTIFICACION

Las proteasas participan en la regulacion de procesos esenciales para el organismo,
entre los que se encuentran los mecanismos de defensa. Los péptidos
antimicrobianos de manera tradicional tienen actividad del tipo antimicrobiana y/o
citotoxica, sin embargo, se ha reportado que se involucran en diversos procesos
entre los que se encuentra la actividad de tipo inhibidor de proteasas en las plantas.
La familia de las defensinas es una a las que se le ha atribuido este tipo actividad,
por tanto, es interés de este trabajo evaluar si la defensina PaDef de aguacate nativo
mexicano (Persea americana var. drymifolia) posee actividades inhibidoras sobre

proteasas del tipo serina, cisteina y metaloproteasas.
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5. HIPOTESIS

La defensina PaDef de aguacate nativo mexicano (Persea americana var.
drymifolia) presenta actividad inhibitoria sobre proteasas de tipo serina, cisteina y
metaloproteasas.
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6. OBJETIVOS

6.1Objetivo general

Evaluar la actividad inhibitoria de la defensina PaDef de aguacate nativo mexicano

(Persea americana var. drymifolia) sobre proteasas.

6.2 Objetivos especificos

1.-Establecer la relacion filogenética del péptido PaDef y las defensinas vegetales
con actividad de tipo inhibidor enzimético.

2. Determinar el efecto del péptido PaDef sobre la actividad de proteasas digestivas

de tipo serina y cisteina proteasas en un sistema in vitro.

3.- Determinar en un sistema in vitro, el efecto del péptido PaDef sobre la actividad

de metaloproteasas de la linea celular MFC-7 de cancer de mama.

4.- Establecer por ensayos in silico las interacciones del péptido PaDef con diversas

proteasas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Ensayos in vitro del efecto del péptido PaDef sobre la actividad enzimatica de

serina y cisteina proteasas

4 N

Reaccion de inhibicion
Seria o cisteina proteasa
purificada (50 pg/ml)y el
péptido PaDef [0.05, 0.5,

5y 50 pg/mi]

Reaccion de protedlisis

Adicionar el sustrato a
10 mM

Incubar 15min
a37°C

Colocar en placa
de 96 pozo y leer a
405 nm

Ensayos in vitro del efecto del péptido PaDef sobre la actividad enzimética de las

metaloproteasas

Sembrar células
MCF-7

(5X105)

Adicionar

sustrato

peptidico
fluorogénico IX

Incubar 60 min
en ausencia de
luz a 28°C

Detener
reaccion con
acido acético

30%

Incubar 15

min a 37°C

con PBS (4 ml)

buffer de lisis

Recolectar e,
Enjuagar células célulasy C(;aragfgggg'zg
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Ensayos in vitro del efecto del péptido PaDef sobre la actividad enzimética de la

colagenasa Il
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Péptido PaDef

Para las evaluaciones realizadas en esta investigacion, se utilizé la region madura
del péptido PaDef, que corresponde a 47aa
(ATCETPSKHFNGLCIRSSNCASVCHGEHFTDGRCQGVRRRCMCLKPC),
(Genbank AGC82207.1), la cual fue sintetizada quimicamente por BIOMATIK. Antes
de los ensayos se favorecio la formacion de enlaces disulfuro entre los residuos de
cisteina, por oxidacion con la adicién de DMSO al 20% y agitacion constante durante
5 dias a temperatura ambiente. La formacion de enlaces fue confirmada por

espectrometria de masas.

7.2 Linea celular MCF-7

La linea celular MCF-7 de tumor de mama humano se obtuvo de American Type
Culture Collection (ATCC). Se cultivé en medio DMEM, mezcla de nutrientes F-12
Ham (SIGMA) completo (ANEXO 1), en condiciones de una atmosfera de 5% de CO:2
a37°C.

7.3 Construccién de larelacion filogenética de PaDef con otras defensinas de
plantas

Con la finalidad de establecer una relacion filogenética del péptido PaDef con las
defensinas reportadas con actividad de tipo inhibidor enzimatica, se procedi6 a la
realizacion de esta, para ello se buscaron y descargaron las secuencias de interés,
utilizando la base de datos PlantPepDB ((http://14.139.61.8/PlantPepDB/index.php)

y NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias se guardaron en formato

FASTA y posteriormente con el programa MEGAX v.10.0.4 se realiz6 un
alineamiento con la region correspondiente al motivo y-core, conservando
unicamente dicha region en todas las secuencias a analizar. Con el criterio de

maxima verosimilitud se selecciond el modelo idéneo con el cual, se realizd
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finalmente la construccion de la relacion filogenética en el programa antes

mencionado.

7.4 Actividad inhibitoria de tipo serina proteasas (Tripsinay quimotripsina)
Una vez comprobada la relacion filogenética de la defensina PaDef con defensinas
de tipo inhibidor enzimatica, se procedio a realizar estudios in vitro, para ellos se
evaluo la actividad inhibitoria de tipo serina proteasas, la cual se realizd por el
método modificado de Erlanger y colaboradores, 1961. Se utiliz6 tripsina y
quimotripsina bovina purificada, por lo tanto, se prepararon soluciones de dichas
enzimas a una concentracion de 0.05 mg/ml, ademas del sustrato BApNa 10 mM y
buffer de reaccion Tris-HCI 100 mM pH 8.0 (ANEXO II).

Se establecié un control de enzima con la finalidad de determinar la concentracion
de enzima requerida para que en una longitud de onda de 405 nm se obtenga una
absorbancia de 0.5, para lo cual, se realizé un barrido por triplicado a 10, 20 y 30 pl
de la enzima a una concentraciéon de 0.05 ug/ ml. Para ello, se colocaron los
reactivos en el orden que lo indica la tabla 3 en una placa de 96 pozos. Se midio la
absorbancia en un Varioskan Bio-Rad, Inc. xMark a una longitud de onda de 410

nm.
De los datos obtenidos se realizaron los calculos para establecer el control enzima

Tabla 3. Reactivos para establecer el control de enzima de tripsina y quimotripsina

Reactivo Blanco Blanco Control Control de | Control de
sustrato enzima enzima enzima
Buffer de reaccién 200 pl 180 pl 170 pl 160 pl 150 pl
Tripsinao | seeeem | e 10 ul 20 ul 30 ul
Quimotripsina
Incubar durante 15 mina 37°C
BapNa 10 mM - 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Incubar durante 15 mina 37°C
Acido acético 30% 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
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Cuadro 1. Formulas empeladas para determinar el control enzima

Sustrato= Abs de Blanco sustrato — Abs de Blanco

Enzima= Abs de Control enzima — Abs de Blanco

Control Enzima= Enzima - Sustrato

Una vez estandarizada la cantidad de enzima, se procedio a realizar los ensayos de

tipo inhibicidbn enzimatica, empleado como posible inhibidor al péptido PaDef a

concentraciones de 0.05, 0.5, 5y 50 pug/ml. Como control positivo de inhibiciéon en

el caso de tripsina se utilizo el inhibidor de frijol tepari (TBPI) (Pliego-Arteaga, et al.,

2019) a una concentraciéon de 6 pg/ml. Ademas, el vehiculo del péptido es

dimetilsulféxido (DMSO) al 2%, por tanto, fue evaluado para descartar que pudiese

generar un efecto en la actividad enzimatica. Cada tratamiento se realizd por

triplicado. Para ello se colocaron los reactivos en el orden de la tabla 4. De los datos

obtenidos se calcularon las unidades de actividad enzimética y posteriormente

fueron sometidos a un andlisis estadistico ANOVA y Tukey con el software PAST

v2.17c.

Tabla 4. Reactivos para evaluar la actividad inhibitoria enzimatica

Reactivo Blanco Blanco Control Blanco Ensayo
sustrato | enzima inhibidor | inhibicion
Buffer de reaccién 200 ul 180 pl 145 pl 125 pl 125 pl
Inhibidor | - | e ] e 20 ul 20 ul
Tripsinao | - | - 3Bu | - 35 ul
Quimotripsina
Incubar  durante 15 mina 37°C
BapNa 10 mM ---- 20 ul 20 20 ul 20 ul
Incubar  durante 15 mina 37°C
Acido acético 30% 40 40 pl 40 40 pl 40 pl
Leer absorbancia 405nm
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Cuadro 2. Formula para calcular las unidades de actividad enzimatica

Ensayo de inhibicién — Blanco sustrato
A= 0.01

Una unidad de actividad enzimatica (UA) se define como el incremento de 0.01 DO

(Densidad Optica) a 405 nm para el caso de las de tipo tripsina.

7.5 Actividad inhibitoria de tipo cisteina proteasas (papaina)

El siguiente ensayo in vitro a evaluar fue el efecto del péptido PaDef sobre una
enzima de tipo cisteina proteasas, para ello, se siguio el protocolo descrito por Yoza
y colaboradores (2002), para lo cual, se preparé: buffer de reaccion (100 mM Buffer
de fostatos de sodio, pH 6.8, 2.5 mM DTT, 10 mM EDTA), papaina purificada a 0.1
mg/ml y sustrato BAPA a 10 mM (ANEXO III).

Se establecié un control enzima con la finalidad de determinar la concentracion de
enzima a la cual a una longitud de onda de 410 nm se obtenga una absorbancia de
0.05, para lo cual se realizé un barrido por triplicado a 50, 60 y 70 ul de enzima a
una concentracion de 0.1 ug/ul. Para ello en tubos eppendorf se coloca los reactivos
como lo indica la tabla 5. Del producto de cada reaccién se coloc6 250 pl en una
placa de 96 pozos y en un Varioskan Bio-Rad, Inc. xMark se midio la absorbancia a
410 nm. Con los datos obtenidos y utilizando las formulas de cuadro 1, se realizaron

los célculos para establecer el control enzima.

Una vez estandarizada la cantidad de enzima, se procedio a realizar los ensayos de
tipo inhibiciébn enzimatica, empleado como posible inhibidor al péptido PaDef a
concentraciones de 0.05, 0.5, 5 y 50 ug/ml y el respectivo vehiculo (DMSO 1%)
como control positivo de inhibicion se utilizé la cistatina de amaranto (Valdés-
Rodriguez, et al., 2015) a una concentracion de 6 pg/ml. Cada tratamiento se realiz6
por triplicado. Para ello se colocaron en tubos eppendorf los reactivos en el orden
de la tabla 6.
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Tabla 5. Reactivos para establecer el control de enzima de la papaina

Reactivo Blanco Blanco Control Control de | Control de
sustrato enzima enzima enzima
Buffer de reaccion 500 pl 450 pl 400 pl 390 pl 380 pl
Papaina | - | - 50 pl 60 pl 70 ul
Incubar  durante 15 mina 37°C
BAPA 10mM 50 50 pl 50 pl 50
Incubar  durante 15 mina 37°C
Acido acético 30% 125 pl 125 125 pl 125 pl 125 pl
Tabla 6. Reactivos para evaluar la actividad inhibitoria enzimatica
Reactivo Blanco Blanco Control Blanco Ensayo
sustrato | enzima inhibidor | inhibicion
Buffer de reaccion 500 pl 450 pl 390 370 ul 370 ul
Inhibidor | - | e ] e 20 ul 20 ul
Papaina | - | - eop | - 60 pl
Incubar  durante 15 mina 37°C
BAPA10MM 50 pl 50 pl 50 pl 20 pl
Incubar  durante 15 mina 37°C
Acido acético 30% 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
Leer absorbancia 405 nm

Con los datos obtenidos se calcularon las unidades de actividad enzimatica
utilizando la formula del cuadro 2. Los datos obtenidos se sometieron a los
analisis estadisticos ANOVA y Tukey con el software PAST v2.17c.

7.6 Actividad inhibitoria de metaloproteasas

7.6.1 Cultivo celular de la linea MFC-7 de cancer de mama

Para la proliferacion celular, en una placa de cultivo Petri de 25 ml, se adicion6 8 ml

de medio F-12 Ham completo (ANEXO I) y se inoculé con 5X10° células de la linea
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MCF-7 de cancer de mama, se incubaron en condiciones de una atmosfera de 5%
de CO2 a 37 °C. Realizando cambio de medio cada tercer dia, una vez confluentes
se cambio a medio de cultivo incompleto y se incubd a las mismas condiciones por
24 h.

7.6.2 Extraccion de proteina total del cultivo celular

Una vez que se observo un crecimiento confluente, se realizé un enjuague de las
células adicionando 4 ml de Buffer PBS (138 mM NaCl, 3 mM KCI, NazHPO4,
KH2POa). Posteriormente las células se despegaron cuidadosamente con el buffer
antes mencionado y con la ayuda mecanica de una espatula estéril, se recolectaron
y centrifugaron a 1500 rpm por 10 min, se decant6 el sobrenadante y se afiadié 5
ml de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 10 mM CacClz, 3% Triton X-100), seguido de
agitacion vigorosa en vortex por 10 s e incubando en hielo por 10min, se repitio este

altimo paso, finalmente se conservé a -20 °C hasta su uso.

7.6.3 Cuantificacion y visualizacion de las proteinas de interés

7.6.3.1 Cuantificacion de proteina total por el método Bradford

Para estandarizar los ensayos in vitro de las metaloproteasas, fue necesario
determinar la concentracion de la proteina obtenida, por lo tanto, se realizé la curva
de calibracién de Bradford, para ello se utiliz6 como proteina estandar la albumina
sérica bovina (BSA). Las concentraciones del estandar proteico fueron 100, 250,
500, 700 y 1000 ug/ml. A partir de estas concentraciones se mezclaron 5 ul con 500
pl de reactivo de Bradford y se dejaron reaccionar por 15 min en ausencia de luz a
temperatura ambiente, para su posterior cuantificacion (Bradford 1976) en un
Eppendorf Biophotometer 6131 UV/Vis Spectrophotometer a una longitud de onda
de 595 nm.

Para la cuantificacion de las muestras se mezclé 1 ul de la muestra de proteina total
o 1 ul de buffer de lisis en el caso del blanco, con 500 ul de Reactivo de Bradford,
dejandose incubar por 15 min en ausencia de luz a temperatura ambiente,
posteriormente se cuantificaron a una longitud de onda de 595 nm. Las muestras

presentaron una concentracion igual o mayor a 520 pg/ml. Adicionalmente, las
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muestras fueron cuantificadas en un Thermo Scientific NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometers usando la funcién de Protein A280, para lo cual se utilizo 2 yl
de buffer de lisis como blanco. De igual manera para las muestras se emple6 2 yl
de cada una. Las muestras cuantificadas presentaron una concentracion similar a

la obtenida por el método Bradford (igual o mayor a 520 ug/ml).

7.6.3.2 Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Para verificar la integridad de la proteina obtenida se requirié su visualizacion, por
lo tanto, se procedi®6 a realizar geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello se utilizd6 el protocolo descrito por
Laemmli y Favre (1973). Cabe mencionar que el gel de poliacrilamida esta formado
por 2 partes: el gel concentrador y el de separacién, por lo tanto, fueron preparados

al 4% y 13%, respectivamente con los elementos que se sefialan en la Tabla 7.

Tabla 7. Preparacion de geles de poliacrilamida.

Reactivo Gel concentrador (4%) | Gel de separacion (13%)
Agua destilada estéril 0.8 ml 2.4 ml
TrisHCI1.5MpH88 | = - 1.25 ml
Tris HCI 0.5M pH 6.8 o5m | e
Acrilamida (49.5% T, 1% C) 200 ul 1.3 ml
SDS 10% 20 pl 50 pl
Persulfato de amonio 10 pl 30 ul
TEMED 5 ul 10 pl

Para cargar los geles se utilizé 5y 10 pl de proteina total previamente extraida. Las
muestras se prepararon adicionando Buffer de carga (0.06M Tris HCI pH 6.8, 12.5%
glicerol, 2% SDS, 0.0144 M 3-Mercaptoetanol y 0.1% de azul de bromofenol) a una

relacion de 3:1 y desnaturalizando a 65°C durante 15 minutos.

Se cargaron las muestras en los geles de poliacrilamida, los cuales fueron corridos

a 60 volts por 15-25 minutos (gel concentrador) y a 120 volts por 45-55 minutos (gel
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de separacién) usando buffer de glicina (0.025M Tris, 0.192M Gilicina, 0.1% SDS a
pH 8.3).

7.6.3.3 Tincion de proteinas con azul de Coomassie

El gel se colocd en una solucion fijadora durante 15 minutos (50% metanol, 10%
acido acético glacial y 40% agua destilada). Posteriormente, se desechd la solucién
y se afadio la solucién de tincién durante 20 minutos (10% acido acético glacial,
0.05% azul de Coomassie y 89.95% agua destilada). Pasado este tiempo se
desechd la solucidn y se enjuago el gel con agua destilada para después adicionar
la solucién de destincion (7% acido acético glacial, 5% metanol y 88% agua
destilada) hasta la eliminacién completa de los residuos del colorante en el gel
(Laemmli y Favre 1973). Las proteinas se observaron en un fotodocumentador
Hoefer MacroVue UVis-20.

7.6.4 Determinacion de la actividad enzimatica de metaloproteasas

Una vez que se corroboré la integridad y se determiné la concentracion de las
proteinas totales, se procedio a realizar el ensayo in vitro para evaluar el efecto del
péptido PaDef sobre las metaloproteasas de la linea celular MCF-7 de cancer de
mama. Para dicha evaluacion se siguié el método modificado de Walsh y
Damjanovski, 2011, para lo cual, en una placa de 96 pozos de fondo negro, se
colocé 10 ug de proteina total, buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 10 mM CacClz, 3%
Triton X-100), el péptido PaDef a una IC 25, IC 50 y IC 75 (Guzman - Rodriguez et
al., 2013) que corresponden a 70.80 pg/ml, 141 pg/ml y 212.43 pg/ml
respectivamente y el vehiculo (DMSO 1%). Como control positivo de inhibicion se
empled 10 pg de un cocktail inhibidor de proteasas (SIGMA Cat. P2714-1BTL). La
mezcla anterior se incub6 en ausencia de luz a temperatura ambiente durante 30
min, posteriormente se adiciondé 0.16 pg/ml de sustrato fluorogénico IX (R&D
Systems Cat. ES010) y se incubd durante 1 h en ausencia de luz a temperatura

ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se mididé su absorbancia a 320/405 nm.
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Cada ensayo se realizé por triplicado en tres eventos independientes. El proceso

descrito anteriormente se resume en la tabla 8.

Con las absorbancias obtenidas se obtuvo el porcentaje de inhibicion utilizando las

formulas del cuadro 3. Los datos obtenidos se sometieron a los analisis estadisticos

ANOVA y Tukey con el software PAST v2.17c.

Tabla 8. Reactivos para evaluar la actividad enzimética de las metaloproteasas

Reactivo Blanco Blanco Control Blanco Ensayo
sustrato enzima inhibidor inhibicion
Buffer de lisis 100 pl 98.4 pl 88.4 pl 88.4 pl 78.4 pl
Inhibidor (PaDef, DMSO | - | === | - 10 pl 10 pl
20% o cocktail)
Proteina total de MCF-7 |  --——- | - 10 ul 0u
Incubar durante 30 min en ausencia de luz a temperatura ambiente
Sustrato fluorogénico 1X 1.6l 1.6l 1.6l 1.6 pl

Incubar durante 1h en ausencia de luz a temperatura ambiente

Leer a 320/405 nm

Cuadro 3. Formulas para calcular el porcentaje de inhibicién

1. Sustrato = Abs de Blanco sustrato — Abs de Blanco
2. Enzima = Abs de Control enzima — Abs de Blanco
3. Control Enzima = Enzima — Sustrato
4. Blanco inhibidor = Abs de blanco inhibidor — Abs Blanco

5. Inhibidor = Abs inhibidor — blanco inhibidor

Inbibidor ><100]
Control enzima

6. % de inhibcién = 100 — [
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7.6.5 Determinacion de la actividad inhibitoria en colagenasa ll

Dado que la colagenasa Il es una de las metaloproteasas mas abundantes se
procedio a realizar pruebas in vitro con dicha enzima, para lo cual se utilizo el
protocolo modificado de Thring et al., 2009. Por lo tanto, se prepard una solucion de
colagenasa de Il purificada de Clostridium histolyticum (Gibco Cat. 17101015) a una
concentracion de 50 pg/ml. Posteriormente, en una placa de 96 pozos de fondo
negro, se coloco el buffer de reaccion (50 mM Tricina, 10 mM CaClz y 400 mM NacCl
pH 7.5), 2 ug de colagenasa Il y el péptido PaDef a una IC 25, IC50y IC 75 (Guzman
- Rodriguez et al., 2013) que corresponden a 70.80 pg/ml, 141 pg/mly 212.43 pg/ml
respectivamente y el vehiculo (DMSO 1%). Como control positivo de inhibicién se
empled 10 ug de un cocktail inhibidor de proteasas (SIGMA Cat. P2714-1BTL). Se
agité vigorosamente y se incubd durante 15 min en ausencia de luz a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se adicion6 0.16 pg/ml de sustrato fluorogénico IX
(R&D Systems Cat. ES010) y se incubd durante 30 min en ausencia de luz a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se midié su absorbancia a
320/405 nm. Cada ensayo se realizo por triplicado en tres eventos independientes.

El procedimiento se resume en la tabla 9.

Tabla 9. Reactivos para evaluar la actividad enzimatica de colagenasa Il

Reactivo Blanco Blanco Control Blanco Ensayo
sustrato enzima inhibidor inhibicion
Buffer de reaccion 200 pl 198.4 pl 158.4 pl 188.4 pl 148.4 pl
Inhibidor (PaDef, DMSO |  ----- | === | - 10 ul 10 ul
20% o cocktail)
Colagenasall | -~ | - 40 pl 40 pl
Incubar durante 15 min en ausencia de luz a temperatura ambiente
Sustrato fluorogénico I1X 1.6 ul 1.6 ul 1.6 ul 1.6 ul
Incubar durante 30 min en ausencia de luz a temperatura ambiente
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Leer a 320/405 nm

Con las absorbancias obtenidas y con base a las férmulas descritas en el cuadro 3,
se realizaron los calculos para la obtencion del porcentaje de inhibicion de cada una
de las muestras. Los datos obtenidos se sometieron a los analisis estadisticos
ANOVA y Tukey con el software PAST v2.17c.

7.7. Ensayos de tipo in silico de acoplamiento molecular o Docking

7.7.1. Preparacion de receptores y ligando.

Para llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular, se emplearon las

estructuras  cristalograficas encontradas en el Protein Data Bank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC102472/) (PDB) 1T8L
(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022283604012598?via%3
Dihub) y 3BTH

(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022283699926542?via%3

Dihub) para quimiotripsina y tripsina, respectivamente.

El ligando empleado en este estudio fue el péptido PaDef (Genbank AGC82207.1)
cuyo modelado molecular se obtuvo a través de la herramienta en linea “Swiss

model” (https://swissmodel.expasy.org) por homologia estructural con péptidos de

tipo defensina de plantas (SMTL ID : 7c2p.1), al final, se generé la secuencia FASTA
que se empleé como archivo de entrada para la generacién de los archivos

necesarios para los estudios de acoplamiento molecular.

Previo a la realizacion de los estudios de acoplamiento molecular, es importante
contar con estructuras cristalograficas adecuadas de los receptores empleados, por
lo que se llevé a cabo una minimizacién de su energia empleando el programa

Chimera (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.qov/15264254/), ademas de la correcciéon de

los posibles residuos de aminoacidos faltantes.
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Los archivos PDB individuales fueron preparado para acoplarse usando el script
prepare_ligand4.py de MGLTools (https://link.springer.com/article/10.1007/s10822-
010-9352-6).

7.7.2 Estudios de acoplamiento molecular
Se utilizé Vina 1.1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3041641/) para

todos los acoplamientos en este estudio. En general, los parametros de
acoplamiento para Vina se mantuvieron en sus valores predeterminados. El espacio
de célculo fue de 127 x 127 x 127 puntos, con las siguientes coordenadas: x=
37.908, y= 36.888, z= 1.959, la cuadricula el espaciado de 0,375 A.

7.7.3. Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando el software Autodock Tools
(https://link.springer.com/article/10.1007/s10822-010-9352-6), y el analisis de las
interacciones de los ligandos con los receptores se obtuvieron empleando el

visualizador Discovery Studio (https://ajrconline.org/AbstractView.aspx?P1D=2021-

14-1-14) . enfocandose de manera especial en el sitio catalitico de ambos blancos
(Ser 195, His 57, Asp 102).

7.8 Determinacion cualitativa in vitro del acoplamiento del péptido PaDef con
la tripsina proteasa

7.8.1 Geles de poliacrilamida en condiciones nativas

Para visualizar el posible complejo obtenido de la reaccién entre el péptido PaDef
(50 ug/ml) y la tripsina proteasa (50 ug/ml) (véase seccion 7.4) se requirio realizar
geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Dicho gel de poliacrilamida esta
formado por 2 partes: el gel concentrador y el de separacion, por lo tanto, fueron
preparados al 4% y 13%, respectivamente con los elementos que se sefalan en la
Tabla 10.
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Para cargar los geles se utilizé 10 pl de la reaccion enzimética de tripsina con el
péptido PaDef. Las muestras se prepararon adicionando buffer de carga (312.5 mM
Tris HCI pH 6.8, 50% glicerol y 0.5% de azul de bromofenol) a una relacion de 3:1.
Una vez cargadas las muestras, los geles de poliacrilamida fueron corridos a 60
volts por 15-25 minutos (gel concentrador) y a 120 volts por 45-55 minutos (gel de

separacion) usando buffer de glicina (25 mM Tris y 192 mM Glicina).

Tabla 10. Preparacion de geles de poliacrilamida.

Reactivo Gel concentrador (4%) | Gel de separacion (13%)
Agua destilada estéril 0.8 ml 2.4 ml
TrisHCI1.5MpH88 | = = 1.25 ml
Tris HCI 0.5M pH 6.8 o5m | e
Acrilamida (49.5% T, 1% C) 200 pl 1.3 ml
Persulfato de amonio 10 pl 30 ul
TEMED 5 ul 10 pl

7.8.2 Tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata

Dado que la concentracion de proteina presente en la muestra era muy baja. Una
vez que el gel concluyd la corrida, se procedi6 a realizar la tincién de este con nitrato
de plata. Para ello, el gel se fij6 durante 1 h en solucion de fijaciéon (50% metanol,
10% acido acético glacial y 40% agua desionizada). Posteriormente, se desechd la
solucion y se le adiciond agua desionizada para rehidratar el gel durante 30 minutos.
Una vez hidratado, se adiciond la solucién sensibilizadora (0.02% tiosulfato de
sodio) incubando durante 1 minuto. Posteriormente se enjuago tres veces durante
20 segundos con agua desionizada, se adiciond la solucién de nitrato de plata fria
(0.15% nitrato de plata y 0.02% formaldehido) y se incubd por 20 min. Transcurrido
el tiempo se realizaron tres enjuagues de 20 segundos con agua desionizada y se
cambié de charola de tincion. Después, se afadio la solucion de revelado (3%
carbonato de sodio y 0.05% formaldehido) incubando durante 3-5 minutos, se
enjuagd con agua desionizada 3 veces durante 20 segundos y finalmente se

adiciond una solucion terminadora (5% acido acético) durante 5 minutos, pasado
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este tiempo se enjuago 3 veces con agua desionizada, conservando el gel en agua

desionizada estéril hasta su posterior analisis (Schagger, 2006).

7.8.1 Analisis densitometrico

La imagen del gel tefiido con nitrato de plata fue obtenida por un fotodocumentador
Hoefer MacroVue UVis-20. Para el analisis de imagenes se usé el software ImageJ
a partir del cual se obtuvieron las areas por carril en el gel de poliacrilamida tefido,

a partir de estos datos se realiz6 el calculo comparativo entre las bandas de interés.
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8. RESULTADOS

8.1 Relacion filogenética de la defensina PaDef y otras defensinas reportadas

con actividad de tipo inhibidor enzimatica

En bases de datos (PlantPepDB y NCBI) se realiz6 una busqueda de secuencias
de defensinas de plantas que estuviesen reportadas como inhibidoras de enzimas,
obteniendo un total de 11 secuencias, ademas se seleccionaron 5 defensinas al
azar que no se reportan con dicha actividad. Una vez recolectada la informacion, se
utilizaron las secuencias reportadas por Sathoff et al., (2019) del motivo y-core
conservado, para elaborar un alineamiento con la herramienta MEGAX v.10.0.4
(Fig.12).

Motivo y-core (GACK3.sC)

10 20 30 40 50 60 70 , 80 20

I [ e L e e R I T
AMTp Arabidopsis thaliana =~ —=—======== —————————— ————— CPEIE AGGNEELREY GGDVGFGFEAR PR-IFPTIfy TRERENRGAR dERERweoGs NVEELED-FE eDTRO 68
C£fDZ Cassia fistula —-— - -—-ET@EVLS GEFG--GAAC STIINGPEED ETEENQEHYI SGTE-——KSD FE-EWETENE -———— 51
Cp Vigna unguiculata —-— - -——RVEE-QS HGFR--GZET GD--—-ENEA LVERN-EGFS GGNE-——RGF RRRE--———— -———— 40
vrDl Vigna radiata ~  —————- MERK TFSFLFLLLL VLASDVAVER GEARTEMIKE EGW---GREL ID-——-TTEA HSEEN-RGYI GGNE---RGM TRTEYELveE -——- 73
Hordeum wulgare - - ——-RIBRRRS AGFE--GPEV SN----ENE& QVEMO-EGWG NE--—DGP LRI RRE ——-—--— 47
Pinus sylvestris - - -—-RMEETPS GKFR--GYEV NN----TNEK NVERT-EGFP TGSE-DFHVA GRI YRPE P-—-- 50
Arabidopsis thaliana LCR70 --MRFSMRLI SAVLELVMIF VATGMGPVTV -EARTEASQS CRFR--GREV SD-—--TNEE NVEHN-EGFP GGDE-—-RGF RERl TRNE --—-- 77
Arabidopsis thaliana LCR72 ~-MRLSLRLI SALIMSVMLL FATGMGP--- VEARTEESPS NEFQ--GVEL Ns----SEn RfPs-PGFS GERE-—-5SL R--BvEsral ———— 73
Arabidopsis thaliana LCRE3 --MRLSMRLI SAVLIMFMIF VATGMGPVTV -EARTEESQS HRFR--GTEV SA-—--SNEA NVEHN-EGFV GENE-—-RGF RRI TRHE --—-- 77
Arabidopsis thaliana LCRES --MRLSVRFI SAALLLFMVF IATGMGEVTV -EARTEESKS HRFR--GPEV ST-—--ENEA NVEHN-EGFG GGRE-—-RGF RE TRHE --—-- 77
Persea americana var drymifolia--MALVERSF IFYLLLLCFL VIVSEIAVTR VEAATEETES RHFN-—GLET RS----SNEA SVEHG-EEFT DGRE--—QGV RRI TREE ————— 78
Vigna unguiculata —-— - -—-ETEENLA DTYR--GPEF TT-—-G-SED DHERNKEHLL é]GR -—-RDD VR-BWETRNE ————— 47
AFDO12%0 Pinus sylvaatris 3 MAGRGVGSPL NAIFLLVLLV ITIGMMAVQV ARGRMEETPS GEFE--GY@V SS-——--TNEE NVERT-EGFP SGSE-DFHVT SR [YEP) P-—-- B3
FM82501 Nicotiana tabacum --MRE-FPTT AVLLFLMLLL SANEIGPR-K VERKLECYRS RTFF--GVEV SG-—--NTEN OREQG-EAFD GGRE-—-HGV RRI YRTE --——-- 76
ONR01021 Picea asperata MADRGVGNRL SALFLLVLLV ISIGMMOVEM AEARTEKTPS GEFR--GY@V SS-—--TNEK NVERT-EGFP SGSE-DFHVA GR YRPE P--—-- 83
AIAE7015 Triticum aestivum MASS—-HEFF PAVLLLLLLV VTMEVAPAQA EE[SRVEETDS TRFR--GIEM VG----TNEA NIELT-EGFT SGKE---SGL ER TRPE --—-- 78
AIC3528% Pinus sylvestris 5 -MERRMGSRL SALFLLLLLA ISF-EMOREV AEGRTELSQS HRFR--GYEV RS-—--SNEK OIEOT-ERFL SGACRHTHLG NERI EKPE T---- 82
MsDefl - ittt JGRE---ROD FE TRRE -——-- 16
MtDefd - e e e e -GrRE---rGF RRRQFETTHE - 16

Figura 12. Alineamiento de defensinas de plantas. Con un cuadro punteado se resaltan
los aminoacidos que conforman el motivo y-core (GXCXs39C). Se utiliz6 el software
informatico MEGAX v. 10.0.4.

Una vez rasuradas las secuencias, utilizando el método de maxima verosimilitud, el
modelo basado en la matriz de Dayhoff y la secuencia de Snakina de Persea
americana var. drymifolia para enraizar, se procedio a construir el arbol filogenético
en la herramienta Mega X (Fig. 13). Los resultados agrupan de manera cercana a
la defensina PaDef con defensinas reportadas como inhibidores enzimaticos, por lo
tanto, se puede estimar que el péptido de interés tiene probabilidad de presentar

dicha actividad.
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Figura 13. Analisis filogenético del péptido PaDef por método de maxima
verosimilitud. La historia evolutiva se infiri6 utilizando el método de maxima verosimilitud
y el modelo basado en la matriz de Dayhoff. Los arboles iniciales para la blsqueda
heuristica se obtuvieron aplicando el método BioNJ a una matriz de distancias por pares
estimadas utilizando el modelo de Dayhoff. Se utiliz6 una distribucién gamma discreta para
modelar las diferencias de tasa de evolucion entre los sitios (2 categoria). Este andlisis
involucrd 19 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 105 posiciones en el conjunto
de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en MEGA X .

8.2 Actividad in vitro del péptido PaDef sobre proteasas de tipo serina
proteasas (tripsinay quimotripsina)

Con la finalidad de tener un amplio rango para el analisis, los ensayos se realizaron
con el péptido PaDef sintetizado quimicamente a 4 concentraciones diferentes
(0.05, 0.5, 5 y 50 pg/ml). Observando en ambas enzimas un incremento de la

actividad enzimatica en funcion al incremento de la concentracion del péptido.
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Ademas, el analisis estadistico Tukey con un valor de a=0.05, muestra que existe
una diferencia significativa en la mayoria de los tratamientos, excepto entre el grupo
control y el tratamiento a 0.05 pug/ml del péptido PaDef. Es importante sefalar que
en ambos casos el vehiculo (DMSO 2%), no generé cambio alguno en la actividad

de las enzimas evaluadas.

Actividad enzimatica de tripsina en tratamiento con
PaDef
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Unidades de actividad enzimatica
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Figura 14. Evaluacion de la actividad enzimatica de tipo tripsina en tratamiento con
el péptido PaDef. Barras oscuras: Tratamientos en los que la actividad enzimatica se
comporta como los controles. Barras tenues: Tratamientos significativamente diferentes.
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Figura 15. Evaluacion de la actividad enzimética de tipo quimotripsina en tratamiento
con el péptido PaDef. Barras oscuras: Tratamientos en los que la actividad enziméatica
se comporta como los controles. Barras tenues: Tratamientos significativamente
diferentes.

8.3 Actividad in vitro del péptido PaDef sobre proteasas de tipo cisteina
proteasas (papaina)

Para el andlisis de la actividad enzimética de tipo papaina en tratamiento con el
péptido PaDef, se construy6 un grafico de barras con las medias y desviaciones
estandar obtenidas de las unidades de actividad enzimética (Fig. 16), en el cual se
puede observar que el péptido PaDef no ejerce ningun efecto sobre la actividad de
tipo papaina. El analisis estadistico Tukey sefiala que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre todos los tratamientos y el grupo control positivo
de inhibicién (cistatina 6 ug/ml), asi como entre los tratamientos de 0.05 pg/mly 50
png/ml del péptido PaDef, no obstante, como la diferencia es menor a la mitad de
una unidad de actividad enzimatica no se considera tal diferencia. Es importante
sefalar que el vehiculo (DMSO 1%) en el cual se encuentra el péptido PaDef, no

genero cambio alguno en la actividad de la papaina.
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Figura 16. Evaluacién de la actividad enzimética de tipo papaina en tratamiento con
el péptido PaDef. Barras tenues: Tratamientos en los que la actividad enzimética se
comporta como los controles. Barras oscuras: Tratamientos significativamente diferentes.

8.4 Actividad in vitro del péptido PaDef sobre metaloproteasas

Para realizar la evaluacion in vitro de la actividad del péptido PaDef sobre
metaloproteasas se requirid realizar un cultivo celular de la linea MCF-7 de cancer
de mama y se realizé una extraccion de proteina total por lisis celular y su posterior
cuantificacion por el método de Bradford. Del producto de extraccién con la finalidad
de verificar la integridad de las proteinas se realizd un corrimiento electroforético en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), observando

el buen estado de estas (Fig. 17).
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Figura 17. Electroforesis en gel de acrilamida al 13% en condiciones desnaturalizante,
tefiido con azul de Coomassie. Carril 1: Proteina total de la linea MCF-7 (10 ul); 2:
Proteina total de la linea MCF-7 (5 pl); MPM: Marcador de peso molecular de alto peso.

Una vez cuantificada y verificada la integridad de la proteina total obtenida, se
procedio a realizar los ensayos in vitro para determinar el porcentaje de inhibicion
de actividad enzimatica, para ello se utilizé la 1IC25 (70.8 ug/ml), IC50 (141.62 pg/ml)
e IC75 (212.43 ug/ml) del péptido PaDef. Con el porcentaje de inhibicidn
enzimatica, las respectivas medias y desviaciones estandar obtenidas se construyo
un gréfico (Fig. 18), en el cual, se observo que el péptido PaDef inhibié la actividad
enzimatica de las metaloproteasas a medida que se incrementé la concentraciéon
del péptido. El analisis estadistico Tukey, sefial6 que existe una diferencia
significativa entre la IC25 y IC75, y que el efecto del control positivo (inhibidor) es

igual al obtenido a la IC50 del péptido.
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Figura 18. Evaluacion de la actividad inhibitoria del péptido PaDef sobre
metaloproteasas. Barras tenues: Tratamientos en los que la actividad enzimética se
comporta como los controles. Barras oscuras: Tratamientos significativamente diferentes.

8.4.1. Actividad in vitro del péptido PaDef sobre colagenasa ll

Dado que el péptido PaDef present6 actividad de tipo inhibidor enzimética sobre
metaloproteasas de matriz extracelular, se procedi6 a realizar una prueba con una
enzima purificada. Para ello, se empleé la colagenasa Il, ya que es una de las
metaloproteasas mas abundantes y representativas. En el ensayo se utilizé la IC25
(70.8 ug/ml), IC50 (141.62 ug/ml) e IC75 (212.43 ug/ml) del péptido PaDef con 2 ug
de colagenasa Il en cada tratamiento. Con el producto de los calculos de inhibicién
de actividad enzimética, asi como el andlisis estadistico obtenido, se construy6 un
gréfico de barras (Fig. 19), en el cual se puede apreciar que la defensina PaDef en
ninguna de las concentraciones empleadas inhibi6é la actividad enzimatica de la
colagenasa Il. Por otro lado, el cocktail de inhibidor empleado inhibe totalmente la

actividad de la enzima de interés.
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Figura 19. Evaluacion de la actividad inhibitoria del péptido PaDef sobre colagenasa
Il. Barras tenues: Tratamientos en los que la actividad enzimatica se comporta como el
control negativo. Barras oscuras: Tratamiento significativamente diferente.

8.5. Ensayos in silico de acoplamiento molecular o Docking

Con la finalidad de dilucidar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro sobre
las serina proteasas (tripsina y quimotripsina), se realizaron acoplamientos
moleculares que nos permitieran explicar el efecto promotor que ejerce el péptido
PaDef sobre dichas enzimas. Cabe destacar que en el caso de las metaloproteasas
no fue posibles realizar este tipo de ensayos dado que aun se desconoce cuél de
todas las metaloproteasas de matriz extracelular esta inhibiendo este péptido.

Tripsina

Como producto del analisis in silico del péptido PaDef con la enzima tripsina, se
obtuvieron las diez conformaciones las cuales presentaban valores energéticos
bajos de entre -3,40 AG y -3.1 AG, lo cual favorece la interaccién con la enzima.
Cabe mencionar que el acoplamiento realizado fue de tipo “ciego”, es decir el
analisis se realiz6 sobre toda la superficie de la enzima. Interesantemente nueve de
las diez conformaciones, persisten sobre un mismo sitio (Fig. 21A), que de acuerdo
con la bibliografia corresponde al sitio catalitico de la enzima, sin embargo, la triada

catalitica no se encuentra en la posicion reportada (Polgan, 2005). Por lo tanto, se
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realizé un alineamiento de varias secuencias publicadas en los ultimos afios para la
tripsina bovina (Fig. 20), ubicando los residuos de aminoacidos conservados
cercanos a los reportados por la bibliografia (sefialados en rojo), determinado asi,

que el sitio catalitico lo conforma la triada His, 63, Asp 107 y la Ser 195.

Con los datos obtenidos, se identificé que todas las conformaciones interactuaban
con el residuo de aminoéacido Histidina 63 (Fig. 20B), el cual, con base al andlisis

realizado conforma la triada catalitica de la tripsina.
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Figura 20. Alineamiento de secuencias reportadas para la enzima tripsina. Se sefala
en rojo los aminoacidos conservados, correspondientes al sitio catalitico de la enzima
tripsina. Se utilizé el software informatico MEGAX v. 10.0.4.
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Figura 21. Acoplamiento molecular de la tripsina con el péptido PaDef. A.
Acoplamiento sobre el sitio catalitico de la proteina, persistente en 9 de las 10
conformaciones obtenidas. B. Interaccion del péptido PaDef con los residuos de
amino&cidos cercanos al sitio catalitico de la enzima.

Quimotripsina

En el caso de la quimotripsina de igual manera se realizé un acoplamiento “ciego” y
se obtuvieron las diez conformaciones las cuales presentaban valores energéticos
bajos de entre -3,6 AG y -2.9 AG, lo cual favorece la interaccion con la enzima.
Interesantemente todas las conformaciones se acoplan al sitio catalitico (Fig. 22 A),
con al menos uno de los 3 residuos de aminoacidos que conforman la triada
catalitica (His 57, Asp 102 y Ser 195). En su mayoria se establece una interaccion
con la Histidina 57 y la Serina 195 (Fig. 22B).
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Figura 22. Acoplamiento molecular de la quimotripsina con el péptido PaDef. A.
Acoplamiento sobre el sitio catalitico de la proteina, persistente en las 10 conformaciones
obtenidas. B. Interaccién del péptido PaDef con los residuos de aminoacidos del sitio
catalitico de la enzima (His 57, Asp 102 y Ser 195).

8.6 Analisis cualitativo de la interaccion del péptido PaDef con una serina
proteasa (tripsina)

Una vez que se identific6 por un método in silico que el péptido PaDef establece
una interaccién con el centro activo de la tripsina y la quimotripsina, se realizé un
analisis in vitro, para determinar cualitativamente dicha interaccion, para ello se
utilizo los productos de la reaccion enziméatica de la tripsina en tratamiento con el
péptido PaDef (Apartado 8.2). Dichas muestras se sometieron a corrimiento

electroforético en condiciones nativas y se tifieron con plata, esto con la finalidad de
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no afectar dicha interaccion y poder apreciar mejor las bandas obtenidas por la
sensibilidad del revelado. Interesantemente, no se logré apreciar como se esperaba
por el tamafo de banda, la diferencia de peso molecular asociada a la interaccion,
sin embargo, lo que se observo fue una diferencia en la intensidad de las bandas,
lo que al analizarse por densitometria en el programa ImageJ, sefialé que la banda
de interés (tripsina en tratamiento con PaDef) es 3 veces mas intensa que la banda
control (solo la enzima) (Fig. 22), por lo cual se infiere que el efecto que el péptido
PaDef causa en la tripsina se debe a la interaccion con un pequefio fragmento del

péptido y no con el péptido completo, como se pensaba.

25 KDa

Figura 23. Electroforesis en gel de acrilamida al 13 % en condiciones nativas, tefiido
con nitrato de plata. Carril 1: Tripsina; 2: Blanco de la reaccion (tripsina-buffer de
reaccion-DMSO); 3: Producto de reaccion de tripsina en tratamientos con PaDef (tripsina-
PaDef-sustrato); 4: Producto de reaccion de tripsina en tratamientos con PaDef (sin
sustrato); 5: Péptido PaDef;, MPM: Marcador de peso molecular de alto peso. Todos los
pozos se cargaron con 10 ul del producto de las reacciones.
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9.DISCUSION

En los ultimos afos, la busqueda de péptidos con capacidad de inhibir actividades
enzimaticas se ha convertido en un tema de gran relevancia, esto debido a sus
multiples aplicaciones, ejemplo de estas es en la agronomia; empleados en el
control de plagas, en la industria alimenticia; en la formulacién de alimentos
funcionales, en el area clinica; como tratamientos alternativos en enfermedades
digestivas, cancer e incluso en el VIH (Ritchie, 2003; Sapkale et al., 2012; Hag et
al., 2014; Quintero-Fabian et al., 2019).

Un grupo de péptidos sobre los que se ha investigado al respecto son los péptidos
antimicrobianos, los cuales se han reportado como inhibidores enzimaticos. Una de
las familias pertenecientes a este grupo de péptidos es la de las defensinas de
plantas que se han reportado como inhibidoras de enzimas como a-amilasa y la
proteasa tripsina (Melo et al., 2002; Yaw-Jen et al., 2006). En este trabajo se evalué
el efecto que presenta una defensina de aguacate sobre la actividad de diversas
protesasas, identificada en el 2013 y reportada en 2016 por Lopez Gémez y
colaboradores en el mesocarpo del fruto del aguacate nativo mexicano (PaDef).
Hasta ahora se sabe que PaDef presenta actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram negativas y Gram positivas (Guzman- Rodriguez et al., 2013; Meng et al.,
2016), citotoxicidad en células de cancer de mama y de leucemia (Guzman-
Rodriguez et al., 2016; Flores-Alvarez et al., 2018.), sin embargo, se desconoce Si
al igual que otros miembros de su familia presenta actividad de tipo inhibidor
enzimatico. A través de métodos in silico e in vitro se evalu6 este efecto en el péptido
de interés.

En las Ultimas décadas en el campo de la genética se han desarrollado herramientas
bioinforméticas que permiten relacionar o asociar evolutivamente a los organismos,
lo cual en un analisis de secuencias permite realizar aproximaciones sobre la
posible funcion de un gen. Precisamente, en este estudio una relacion filogenética
realizada con defensinas con y sin actividad tipo inhibidor enzimatica permitié

asociar al péptido PaDef con las secuencias que presentan actividad de tipo
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inhibidor enzimética (Fig. 13), como lo son las defensinas de Arabidopsis thaliana
(ATTp) y Vigna unguiculata, reportadas como inhibidoras de la tripsina (Zhao et al.,
2002; Melo et al, 2002), sugiriendo asi que el péptido de interés por cercania

evolutiva puede presentar actividad sobre las proteasas.

De los ensayos in vitro realizados para determinar la actividad enziméatica de las
serina proteasas, cisteina proteasas y metaloproteasas, en tratamiento con el
péptido PaDef, los resultados fueron novedosos. En el grupo de la cisteina
proteasas no se encontro efecto alguno, incluso es importante resaltar que no existe
reporte bibliografico que sefiale que las defensinas de plantas presenten actividad
sobre este grupo. No obstante, en los otros dos grupos si se presentd un efecto
importante. En el caso de las metaloproteasas se encontrd la actividad buscada, sin
embargo, cabe mencionar que en la literatura no existe reporte sobre péptidos
antimicrobianos que inhiban este tipo de enzimas, incluso se seleccion6 a la
colagenasa Il para evaluar sobre esta enzima purificada, esto por ser una de las
metaloproteasas representativas de este grupo, observando que el péptido no
ejerce ningun efecto sobre esta.

Por otro lado, en el otro grupo donde se encontré un efecto del péptido fue en la
serina proteasas. Sin embargo, este no fue el esperado como lo reportan otros
autores para este tipo de enzimas como Wijaya y Melo con las defensinas CfD2 y
ATTp (Wijaya et al., 2000; Melo et al., 2002), respectivamente, donde se aprecio
una inhibicién enzimatica desde dosis de 1 uM y 5 uM, la cuales estan en el rango
en la que fue evaluada en este trabajo. Interesantemente en la evaluacién con la
tripsina y la quimotripsina se encontré un efecto de tipo promotor enzimatico, a
medida que se incrementa la concentracion del péptido PaDef se aumentd la
actividad enzimatica (Fig. 14 y 15). Cabe sefialar que la actividad de tipo promotora
o activadora no se ha reportado para péptidos antimicrobianos, sin embargo,
autores como Shen (2010) refiere que pequefias moléculas de origen natural como
el acido fitico (InsPs), el cual, es especifico de células eucariotas, regula
directamente la actividad de enzimas involucradas en procesos como la reparacion

del ADN vy la edicion del ARN. Adicionalmente, también se sabe que éste tiene la
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capacidad de unirse de forma alostérica a cisteina proteasas de Vibrio sp, activando
dichas proteasas y consigo sus factores de virulencia. Si bien es poco el
conocimiento sobre estas pequefias moléculas activadoras de origen natural, pero
debido a sus mdultiples aplicaciones, existe un gran interés por disefiarlas y

sintetizarlas quimicamente.

Dado que los ensayos in vitro indican que el péptido ejerce un efecto promotor sobre
dichas enzimas se busco por ensayos in silico la interaccion que el péptido PaDef
tiene con las enzimas en las que se generd un efecto promotor. Se esperaba que al
ser un docking ciego (analisis en toda la superficie de la enzima) el péptido se
acoplara en diversas regiones de la enzima, sin embargo, en ambos casos las
conformaciones obtenidas se acoplaron persistentemente sobre el sito catalitico
(His 57, Asp 102 y Ser 195), el cual fue identificado con base a lo reportado en el
2005 por Polgan.

Para evaluar cualitativamente la interaccion que el péptido PaDef presenta con las
enzimas en las que gener6é un efecto activador, se llevd a cabo un corrimiento
electroforético en condiciones nativas de las muestras obtenidas de la actividad
enzimatica. Se esperaba que por diferencia de peso molecular se apreciara la
interacciéon. Sin embargo, interesantemente solo se observé un incremento (aprox.
3 veces) en la intensidad de la banda en las muestras que presentaban tratamiento
con el péptido PaDef, a diferencia de las que no. Esto lleva a inferir que lo que esta
interactuando con las enzimas y provocando su activacion no es el péptido
completo, sino solo un pequefo fragmento de este, tal como lo sefiala Shen para
las pequefias moléculas que se acoplan a sitios alostéricos, por ello no se puede
apreciar por diferencia de peso, pero si en la intensidad de la banda. Ademas, que
debido a su alta afinidad del péptido sobre el sitio catalitico, se esperaria que este
inhibiera la actividad de las serina proteasas o en su defecto que actuara como
sustrato y al apreciar que no inhibia la actividad enzimatica se infiri6 que PaDef
puede ser susceptible a cortes proteoliticos por parte de estas. Por ello se realizé
un analisis de dichos cortes en la herramienta en linea peptide cutter

(https://web.expasy.org/peptide_cutter/), confirmando que, en el caso de la
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quimotripsina corta al péptido, generando 3 fragmentos (Cuadro 4 a) y la tripsina 6

fragmentos (Cuadro 4 b).

a) Quimotripsina
ATCETPSKHF / NGLCIRSSNCASVCHGEHF / TDGRCQGVRRRCMCLKPC

b) Tripsina
ATCETPSK/ HFNGLCIR / SSNCASVCHGEHFTDGR / CQGVR / RR / CMCLKPC

Cuadro 4. Sitios de corte del péptido PaDef generados por las serina proteasas. A.
Fragmento generados por el corte proteolitico de la Quimotripsina. B. Fragmentos
generados del péptido PaDef por la enzima Tripsina. Se sefala con negritas el sitio
correspondiente al motivo y-core y con rojo las cisteinas que le proporcionan estabilidad al
péptido.

Los resultados de los ensayos in silico han sido de gran ayuda ya que permitieron
estimar que la actividad promotora observada en los ensayos in vitro se debe a la
interaccion de una region pequeiia del péptido PaDef con las serina proteasas. Sin
embargo, aun esta por dilucidar cual de todos estos fragmentos generados es el
responsable de la actividad observada, para ello sera necesario realizar ensayos in
silico y una vez obteniendo el fragmento candidato proceder a evaluaciones in vitro

e in vivo.
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10.CONCLUSION

El péptido PaDef presenta actividad de tipo inhibidor enzimatico solo sobre las
metaloproteasas de matriz extracelular de la linea celular de cancer de mama MCF-
7. De manera relevante, promueve la actividad enziméatica de las serina proteasas
(tripsina y quimotripsina) la cual, se sugiere que esta asociada a un fragmento de

dicho péptido.
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12. ANEXOS

Anexo |. Medio de cultivo celular DMEM/ mezcla de nutrientes F-12 Ham completo.

Se considera medio completo al ser suplementado con los siguientes elementos:

Elemento Cantidad
Suero fetal 5ml
Suero de ternera 5ml
Penicilina - Estreptomicina 1mi
Anfotericina 100 pl
Medio DMEM cbp. 100 ml

Anexo Il. Preparacion de reactivos para la actividad inhibitoria de tipo serina

proteasa (tripsina y quimotripsina)

Tripsina / Quimotripsina solucion stock (1mg/ml)

Para preparar la solucion stock se pesa 1 mg de enzima y se diluye con 1 ml de

agua a un pH 3.0.

Para la solucién de trabajo, se realiza una dilucion 1:20 en agua acida (pH 3.0) y se
almacena a -20°C para una mayor estabilidad.

Sustrato BapNa (N-a-Benzoyl-L-Arginina-4-nitroanilide) solucién de trabajo 10 mM

Pesar 6.52 mg de sustrato BapNa y diluir en 1.5 ml de DMSO (Dimetilsulféxido),
posteriormente calentar a 40°C y agitar en voértex hasta que se disuelva por
completo. Almacenar a -20°C protegiéndolo de la luz, por lo cual se aconseja

cubrirlo de papel aluminio.

Buffer de reaccién Tris-HCI 100 mM, pH 8.0

Pesar 0.6057 g de Trizma base (SIGMA) y diluir cbp 50 ml de agua, ajustar pH 8.0

con HCI, esterilizar y conservar a temperatura ambiente.
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Anexo lll. Preparacién de reactivos para la actividad inhibitoria de tipo cisteina

proteasa (papaina)

Papaina solucidon stock (1mg/ml)

Para preparar la solucion stock se pesa 1 mg de enzimay se diluye con 1ml de agua

desionizada.

Para la solucion de trabajo, se realiza una dilucién 1:10 en agua desionizada estéril,
obteniendo una concentracion de 0.1 mg/ml. Para mayor estabilidad cubrirlo de la

luz y almacenar a -20°C, hasta su uso.

Sustrato BAPA (Benzoil-Arginina-4-nitroanilida) solucién de trabajo 10 mM

Pesar 6.52 mg de sustrato BAPA vy diluir en 1.5 ml de DMSO (Dimetilsulfoxido),
posteriormente calentar a 40°C y agitar en voértex hasta que se disuelva por

completo. Almacenar a -20°C protegiéndolo de la luz.

Buffer de reaccion

Preparar soluciones stock a 1 M de Buffer de Fosfato de Sodio pH 6.8, 2M DTT, 2
M EDTA. Tomar 1 ml, 12.5 ul y 200 ul respectivamente, aforar a 10ml con agua

desionizada. Se recomienda que esta solucion se prepare el mismo dia de su uso.
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