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Resumen

Se aislé una metalo proteasa de un extracto obtenido a partir de la pared corporal
del pepino de mar Holothuria inornata (organismo bentdnico, detritivoro y con amplia
distribucion a lo largo del Pacifico mexicano), mediante la sintesis de un micro
compuesto de bentonita-acrilamida-cisteina; que permitio la adsorcién de la enzima
y su posterior elucion con cloruro de sodio. La metalo proteasa aislada se dializé y
presentd una masa aproximada de 22 kDa en un gel desnaturalizante (SDS-PAGE).
Después se digirié para su analisis por espectrometria de masas en tandem. Se
identificaron péptidos tripticos que con base en su patron de fragmentacion se
relacionan con metalo proteasas de Borrelia burgdorferi, Streptococcus pneumoniae
y una metalo proteasa putativa de Strongylocentrotus purpuratus, un erizo de mar
que pertenece al mismo filo del pepino. Debido a que la homologia es poca con las
metalo proteasa previamente descritas, se sugirid que esta proteasa es una enzima
novedosa.



Abstract

A metallo protease was isolated from an enzyme extract that was obtained from the
body wall of Holothuria inornata, a sea cucumber (benthic organism, detritivore and
widely distributed throughout the Mexican Pacific), this was possible by the synthesis
of the bentonite-acrylamide-cysteine, it facilitated the adsorption and subsequent
elution with sodium chloride.

The detached metalloprotease was dialyzed and presented an approximate mass of
22 kDa in a denaturing gel (SDS-PAGE). Then it was digested for the corresponding
analysis by the tandem mass spectrometry. Three-fold peptides were identified
based on their fragmentation pattern, they're related to the metal proteases from
Borrelia burgdorferi, Streptococcus pneumoniae and a putative metallo protease of
Strongylocentrotus purpuratus, this last is an urchin belonging to the same phylum
of the sea cucumber. Due to the poor homology with no other metal protease that
was previously described, it was suggested that this protease is a novel enzyme.



|. Introduccion

A lo largo de la evolucion, el ser humano se ha dedicado a buscar en la naturaleza
organismos o sustancias que le puedan aportar algun beneficio, este puede ser
tanto en la salud, para combatir infecciones o tratar diversos padecimientos, como
en el ambito comercial, ya sea en la obtencion de pigmentos o comida. Esta practica
recibe el nombre de Bioprospecciodn; el Programa de las Naciones Unidas para el
Desarrollo o UNDP (por sus siglas en inglés), lo define como: “La Busqueda
sistematica de informacion bioquimica y genética en la naturaleza para desarrollar
productos comercialmente valiosos para aplicaciones farmacéuticas, agricolas,
cosmeéticas y otras”.

La continua busqueda de compuestos en animales o plantas, es una actividad
ancestral y constante, orientandose principalmente a selvas y bosques debido a la
amplia biodiversidad y al facil acceso que poseemos a estos ambientes. Sin
embargo, se sabe que la superficie de la Tierra esta cubierta por mas de 70% de
agua, y los océanos constituyen un bioma con elevado potencial de diversidad
biolégica y quimica, pues contienen a 28 representantes de los 35 filos descritos
actualmente, ademas de que un tercio de estos filos solo se pueden hallar en este
ambiente (Primack, 2010 en Mar. Enzym. Biocatal., 2013). La Dra. Sylvia Earle,
menciona que solo se ha explorado el 10% de los océanos. Por lo anterior, este tipo
de ecosistemas, pueden desempefar un papel importante en esta busqueda.

Diversos organismos marinos se han adaptado al medio y han desarrollado
compuestos atractivos, para la produccion de antibiéticos o moléculas utiles para el
tratamiento del dolor. Existen claros ejemplos de bioprospeccion de moléculas de
origen marino, algunos tan milenarios como el de la 6,6’-bromoindigotina, un
colorante conocido como el “Tinte Puarpura Imperial”, comercializado en oriente y
distribuido por los fenicios en todo el mediterraneo. Investigaciones de diversos
arqueologos basadas también en los escritos de Plinio el Viejo, Estrabon y Plutarco,
entre otros, indican la importancia de este colorante en la vestimenta de la realeza.
Se sabe por ejemplo que el barco de Cleopatra mostr6 una vela purpura en la batalla
de Actium, o Accio en el siglo | a.C., por lo que el emperador Neron lo decreto para
su uso exclusivo y nadie podia utilizarlo; este colorante se extraia de las secreciones
de las glandulas hipobranquiales de los moluscos gasterépodos (Murex brandaris,
Murex trunculus y Purpura hemastoma) del mediterraneo (McGovern and Michel
1985). Otro ejemplo relevante es el del ambar-gris, una concrecion (acumulacion de
sustancias transportadas en disolucibn que precipitan produciendo una
masa) formada dentro del tracto intestinal del cachalote azul y muy apreciada por
los perfumistas debido a sus propiedades como fijador de fragancias; de este se
pudieron identificar terpenos como la Ambreina, el Ambroxan y el Ambrinol, que son
los componentes principales del olor y su poder como fijador (Christenson et al.
1982).

Fue en 1953, cuando Guy Newton y Edward Abraham de la Escuela de Patologia
Sir William Dunn en la Universidad de Oxford, descubren la cefalosporina en los



medios de cultivo proporcionados por Giuseppe Brotzu, el cual, aislé6 al hongo
Cephalosporium acremonium en el agua de mar de las costas de Cerdena, ltalia y
notd su potente capacidad inhibitoria contra la bacteria Salmonella typhi causante
de la fiebre tifoidea (Abraham 1987; Armstrong et al. 2013 en Marine Enzymes for
Biocatalysis). En esa misma década, Werner Bergman y Robert J. Fenney reportan
el aislamiento de “esponjotimidina” y posteriormente de “esponjouridina”, dos
nuevos nucledsidos que poseian D-arabinosa en lugar de D-ribosa y no se habian
reportado antes en la esponja del Caribe Cryptotethia cripta.

El Dr. R. Arreguin-Espinosa (com. pers.) menciona que la quimica de productos
naturales de origen marino tiene cerca de 50 afios de existencia. Inicialmente el
trabajo se centraba en aislar, purificar e identificar las estructuras de los compuestos
presentes en estos organismos, sin embargo, en la década de los 70°s se vio la
necesidad de ampliar estos estudios a péptidos y proteinas con sus posibles
aplicaciones en el area biomédica y es asi como hoy en dia, existen al menos una
decena de compuestos de origen proteico en el mercado y muchos otros en fases
finales de investigacion clinica como se resume en la Tabla 1 (Armstrong et al. 2013
en Marine Enzymes for Biocatalysis).

Tabla 1. Productos naturales o derivados obtenidos de organismos marinos y que se han utilizado como
agentes terapéuticos (Tomado y modificado de Armstrong et al. 2013 en Marine Enzymes for Biocatalysis).

Estado
Clinico

Nombre del
compuesto

Organismo de origen

Padecimiento en
que se ha utilizado

Informacion
Adicional

Aprobado

Citarabina (Ara-C)

Esponja, Cryptotethia
cripta

Cancer

Derivado de la
esponjotimidina.
Recibio la
aprobacién de la
FDA en 1969.

Vidarabina (Ara-A)

Esponja, Tethya cripta

Antiviral

Derivado de la
esponjouridina.
Recibio la
aprobacién de la
FDA en 1976.
Retirado en 2001.

Ziconotide

Caracol marino, Conus
magus

Tratamiento del
dolor

Producto natural.
Recibié la
aprobacién de la
FDA en 2004.

Mesilato de Eribulina
(E7389)

Esponja, Halichondria
okadai

Cancer

Derivado de la
Halicondrina B.
Recibié la
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Aunque gran parte de la investigacion en productos naturales de origen marino se
ha orientado a la busqueda de moléculas para el tratamiento de diversas afecciones
o padecimientos, existen enzimas dentro de estos productos y que poseen un
amplio potencial desde una perspectiva biotecnoldgica general. Estas enzimas
pueden ofrecer propiedades relacionadas con las condiciones en las que se
encuentran que son muy apreciadas a nivel industrial, por ejemplo, algunas son
activas a bajas temperaturas, mientras que otras presentan alta actividad
proteolitica en elevadas concentraciones de saturacion de NaCl (30%) (Nasri et al.
2010); la aplicacion de estas enzimas permitiria el desarrollo de procesos
industriales con menores requerimientos de energia y podria evitarse con ello el uso
de catalizadores quimicos (Armstrong et al. 2013 en Marine Enzymes for
Biocatalysis). Aunado a lo anterior, existe también la posibilidad de ofrecer
propiedades aun mas interesantes, debido a que podrian presentar nuevas
caracteristicas a nivel molecular, ya sea una mayor presencia de enlaces del tipo
covalente que les confieren una mayor estabilidad entre otras (Armstrong et al. 2013
en Marine Enzymes for Biocatalysis).

Como se menciono anteriormente, la investigacion relacionada a enzimas de origen
marino es escasa, sin embargo en las ultimas dos décadas ha tenido un desarrollo
considerable, como se puede observar en el Grafico 1.
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Grafico 1. Resultados obtenidos de la busqueda de articulos cientificos que contienen las palabras claves
“marine enzymes” de 1934 a 2019 en SCOPUS (https://www.scopus.com/); suman un total de 14872
resultados. Datos obtenidos el 20 de febrero de 2019.

Por todo lo anterior, conscientes de la complejidad, relevancia y amplio potencial
en la investigacion con organismos marinos, en este proyecto se aislo y caracterizé
de manera parcial una metalo proteasa presente en la pared corporal del pepino de
mar Holothuria inornata.



[I. Marco Teorico
1. Enzimas

Entre las diversas proteinas presentes en los organismos, se encuentran las
enzimas. Estas catalizan reacciones quimicas en todos los seres vivos y los
aspectos mas relevantes que diferencian una enzima de un catalizador quimico
ordinario son:

Se obtienen velocidades de reaccion mas elevadas.
No son consumidas en el proceso.

Actuan en condiciones de reaccidn mas suaves.
Tienen mayor especificidad de reaccion.

Capacidad para la regulacién de la reaccion.

abrwn =

El siguiente diagrama explica a grosso modo como llevan a cabo su mecanismo de
accion:

4 4 4 ,
La enzima debe ser
capaz de liberar el
. . roducto(s volver a
Unen el sustrato(s) en Reducen la energia del Impulsa directamente p (s) Y
L . H . su estado original, para
el sitio activo. estado de transicion. el proceso catalitico.

estar preparada para
un nuevo ciclo de
catalisis.

Figura 1. Mecanismo de accién de una enzima (Tomado y modificado de Mathews & et al.,2002).

1.1 Clasificaciéon de las enzimas

Se clasifican y designan con base en la naturaleza de las reacciones quimicas que
catalizan. Son seis las clases principales de reacciones que catalizan las enzimas
(Tabla 2), asi como subclases y sub-subclases dentro de las clases (Tipton and
Boyce 2000; Martinez Cuesta et al. 2015).

Tabla 2. Clasificacion internacional de las enzimas.

Clasificacion Tipo de reaccion catalizada
1. Oxidorreductasas Oxido-reduccién.
2. Transferasas Transferencia de grupos funcionales.
3. Hidrolasas Reacciones de hidrdlisis.
4. Liasas Eliminacién de grupo para formar enlaces dobles.
5. Isomerasas Isomerizacion.
6. Ligasas Formacion de enlace acoplada a la hidrdlisis de ATP.




1.1.1 Proteasas

Un tipo particular de hidrolasas son las proteasas o peptidasas; amplia familia de
enzimas cuya funcién catalitica consiste en hidrolizar los enlaces peptidicos que
componen a las proteinas (Rani, Rana, and Datt 2012). Se encuentran distribuidas
en todos los seres vivos; en organismos superiores, cerca del 2% de su material
genético codifica para estas enzimas (Rani, Rana, and Datt 2012). Son
responsables de catalizar reacciones altamente especificas de procesamiento
proteolitico, produciendo nuevos productos proteicos (Lépez-Otin and Bond 2008).
Asi mismo, son usadas en procesos bioldgicos cruciales como la regulacion del
metabolismo, modificacion enzimatica, activacion del sistema del complemento,
vias apoptédticas, activacion de cascadas de sefializacién, en la activaciéon de
zimogenos, la reproduccién, la gametogénesis, la inmunidad y la regeneracion
celular, entre otras (Rani, Rana, and Datt 2012; Tarlton et al. 2000).

A la fecha se han descrito diversas proteasas en organismos terrestres y aunque
también se encuentran presentes en organismos marinos como ya se menciono, su
estudio es escaso, pero resulta de interés debido a que se expresan en diferentes
condiciones fisicoquimicas respecto a sus homologas en tierra, como bien lo
ejemplifica lo descubierto por Nasri et al. en el 2010, ya que reportan una enzima
con alta actividad proteolitica a altas concentraciones de NaCl. Asi mismo, el estudio
de estas enzimas proteoliticas es importante por el valor comercial que representan,
dado que muchas son utilizadas en diversos ambitos a nivel industrial, ya sean con
fines terapéuticos, clinicos en procesos de manufactura o hasta su comercializacién
como reactivos de laboratorio (Rani, Rana, and Datt 2012). En relacion a lo anterior,
es necesario afiadir que las proteasas generan una derrama economica importante,
ya que aproximadamente el 60% de la venta mundial de enzimas es ocupado por la
comercializacidon de proteasas (Rao et al. 1998; Rani, Rana, and Datt 2012; Verma,
Dixit, and Pandey 2016) como lo muestra el siguiente grafico:

N 25% Proteasas Alcalinas
21% Otras Proteasas

3% Tripsinas

3% Lipasas

10% Reninas

10% Otras Carbohidrasas
18% Amilasas

10% Enzimas para uso
farmacéutico y analitico

Grafico 2. Distribucion de la venta de enzimas (Singh et al. 2016; Mala et al. 1998).
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1.1.1.1  Metalo proteasas

La matriz extracelular (ECM) es un conjunto de moléculas que provee soporte
estructural y bioquimico a las células adyacentes (Gurvan et al. 2010). Esta
compuesta por polisacaridos como proteoglicanos y proteinas como el colageno,
elastina, fibronectina y laminina, y varia dependiendo la estructura multicelular. Sin
embargo, sus principales funciones son la adhesién celular, la comunicacion de
célula a célula y la diferenciacion (Abedin and King 2011).

Las metalo proteasas o matriz metalo proteinasas (MMP), es una familia variada y
particular de endoproteinasas dependientes de Zinc (poseen un ion metalico de Zn?*
en su sitio activo, de ahi el prefijo metalo). Se encuentran presentes en todos los
organismos y en conjunto son capaces de degradar todos los componentes que
constituyen la matriz extracelular (Fanjul-Fernandez et al. 2010; Lopez-Otin and
Bond 2008). Son sintetizadas como zimogenos con un péptido sefial que permite
dirigirlos y anclarlos a la membrana plasmatica o secretarse desde la célula,
limitando con ello su actividad catalitica al espacio extracelular o a la superficie
celular (Fanjul-Fernandez et al. 2010).

El arquetipo de una MMP (Figura 3) se compone por un propéptido (~80
aminoacidos) con un motivo de switch-cisteina que mantiene a la MMP en su forma
de zimdgeno (proMMP) donde la cisteina quela el Zn?* del sitio catalitico, un dominio
catalitico metalo proteinasa (~170 aminoacidos) que contiene el motivo de unién a
Zn?* (HEXXHXXGXXH, Figura 2) y una metionina conservada localizada ocho
residuos rio abajo la cual da soporte a la estructura del sitio activo alrededor del zinc
catalitico, un péptido de enlace de longitud variable (también llamada “regidon
bisagra”) compuestos por residuos flexibles (glicina y serina) permitiendo que los
dominios de proteinas adyacentes se muevan entre si y un dominio de hemopexina
(~200 aminoacidos) que reconoce los sustratos en los que puede ser activa y a los
inhibidores naturales que se identifican como TIMP (tissue inhibitor of matrix
proteinase), este ultimo no se encuentra presente en las matrilisinas (Sternlicht and
Werb 2001; Visse and Nagase 2003; Galleguillos C. et al. 2014; Raffetto and Khalil
2008; Fanjul-Fernandez et al. 2010; Murphy and Knauper 1997).

N

His

/)

His His

Figura 2. Representacion del sitio catalitico con los tres residuo de histidina de unién al cation divalente de
zinc.
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Pro dominio

Twea]
Figura 3. Diagrama tridimensional del proMMP-2 humano y el complejo TIMP-2. El pro-dominio se muestra en
verde, el dominio catalitico en rojo, los dominios de fibronectina tipo Il en azul, el dominio de hemopexina en
naranja y el TIMP-2 en rosa. El i6n de cinc estd como una esfera color verde, el idn de calcio como una esfera
azul y los enlaces disulfuro en amarillo (Modificado de Murphy and Nagase 2009).

Las MMP pueden clasificarse con base en la estructuracién de su dominio y su
preferencia por sustratos en cuatro grupos diferentes: MMP arquetipicas,
matrilisinas, gelatinasas y MMP activables por furina como se muestran en la Figura
4 (Fanjul-Fernandez et al. 2010; Murphy and Nagase 2009). Generalmente
escinden un enlace peptidico antes de un residuo con una cadena lateral
hidrofébica, como leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina o tirosina. Estos
residuos embonan en el “saco” de especificidad de la enzima, este saco varia en
tamano y forma entre las diferentes MMPs (Bode et al. 1999; Murphy and Nagase
2009).
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MMP-7, MMP-26
—

Figura 4. Clasificacion estructural de las MMPs segun la organizacion de su dominio. (Modificada de Fanjul-
Fernandez et al., 2010).

Los analisis gendbmicos comparativos sugieren que las MMPs han evolucionado en
los distintos grupos al eliminar o incorporar dominios ausentes en el arquetipo
basico. Asi mismo, estos analisis han arrojado que el origen de estas
endopeptidasas es muy antiguo, debido a la identificacién de ortélogos de MMP en
plantas como en vertebrados, asi como el hallazgo de que las MMP de plantas y de
invertebrados tienen una relacion mas estrecha entre ellas, sugiriendo con ello, la
existencia de una MMP primitiva. También es notable que la mayoria de los genes
MMP que se encuentran en los invertebrados tienen un ortélogo en Ciona
intestinalis, uno de los parientes invertebrados mas cercanos de los vertebrados.
Por lo tanto, estas enzimas probablemente evolucionaron ante la divergencia entre
los linajes de vertebrados y urocordado. Antes de la aparicion de vertebrados, la
familia de MMP se habia mantenido relativamente estable a lo largo de la evolucion
segun lo evaluado por el bajo numero de genes de MMP conservados presentes en
los protoestomas (2 MMP en Drosophila melanogaster) y urocordados (5 MMP en
Ciona intestinalis). Sin embargo, cabe destacar la presencia en el genoma del erizo
de mar de al menos 26 genes MMP con una similitud significativa con las MMP de
vertebrados, aunque se agrupan y se separan de los grupos de MMP de
vertebrados. Estos hallazgos sugieren que los genes MMP encontrados en el ultimo
ancestro comun de vertebrados y equinodermos, se sometieron a una duplicacion
y divergencia independientes, luego de la separacion de estos dos grupos (Fanjul-
Fernandez et al. 2010; Angerer et al. 2006).
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2. Filo Echinodermata

El Phylum Echinodermata del griego echinus (espinoso) y dermatos (piel) incluye a
los organismos que mejor ejemplifican al reino marino, tales como los lirios de mar,
erizos de mar, ddlares de arena, erizos de corazon, pepinos de mar y las estrellas
de mar. Son invertebrados estrictamente marinos compuestos por cerca de 7300
especies conocidas (Brusca, Moore, and Shuster 2016).

Los Equinodermos presentan una amplia variedad de tamafios, desde los pequefios
pepinos de mar de menos de 1 cm de largo, hasta estrellas marinas que exceden 1
m de diametro de brazo a brazo. Su amplia distribucion geografica abarca desde los
tropicos hasta los polos (Pawson 2007). En el caso de los adultos y algunas
especies pelagicas y batipelagicas, comunmente habitan el fondo marino
(bentdnicos) en ciertas regiones del mar profundo a partir de los 200 m (Low Pfeng
and Peters 2014), desempefando papeles fundamentales en el ecosistema marino
bentonico, como en el aprovechamiento del alimento en suspension y el que se
deposita (principalmente pepinos de mar y lirios marinos), en la predacion
(particularmente ciertas especies de estrellas de mar), pastoreo (muchos erizos de
mar), y en el procesamiento de los sedimentos y recambio de estos (como los erizos
corazdn). En cambio, en su etapa larvaria son miembros relevantes en las
comunidades pelagicas, particularmente en la ecologia de las comunidades
plancténicas. (Brusca, Moore, and Shuster 2016; Pawson 2007).

Con base en su desarrollo embrionario se incluyen dentro de los deutorostomados,
poseen un endoesqueleto compuesto por elementos calcareos conocidos como
espiculas y una simetria penta-radial (Brusca, Moore, and Shuster 2016).

3. Clase Holothuroidea

Los holoturoideos, mejor conocidos como pepinos de mar, presentan un cuerpo
cilindrico y alargado, con simetria pentamera (compuesta por cinco bandas
musculares que corren de cada extremo a lo largo del cuerpo) y bilateral secundaria
(dada por la presencia de una boca en un extremo y un ano en el otro) (Solis-Marin
et al. 2009). Esta Clase es representada por aproximadamente 25 familias, 199
géneros y 1400 especies (Solis-Marin et al. 2009); en México existe un registro de
113 especies pertenecientes a esta Clase (Solis-Marin, Laguarda-Figueras, and
Honey-Escandon 2014). La mayoria son bentonicos y se les puede encontrar en
fondos de arena, entre rocas, pastos marinos y en los arrecifes de coral (Santos-
Beltran and Salazar-Silva 2011). Presentan una distribucion cosmopolita contando
con representantes en fondos marinos someros hasta en las trincheras abisales
(Jamieson et al. 2011).

El valor ecoldgico de esta Clase radica en el tipo de alimentacion que llevan a cabo
dentro de la red tréfica. Se les considera principalmente como sedimentivoros o
alimentadores de deposito, ya que con sus tentaculos orales ingieren los
sedimentos para el aprovechamiento de la materia organica que ahi se deposita y
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el posterior reciclamiento de los componentes quimicos dentro de los ecosistemas
(Coulon and Jangoux 1993; Ruiz, |bafnez, and Caceres 2007). Por ejemplo
Holothuria arenicola una especie que vive sobre fondos de arena, es capaz de
procesar 47 kg/m? por afio de sedimento seco; asi mismo en los arrecifes de los
océanos Indo-Pacifico, donde la presencia de los pepinos de mar supera los 35
individuos por metro cuadrado, pueden procesar hasta 80 g de peso seco de
sedimento al dia (Pawson 2007). En un reciente estudio (Schneider et al. 2011) se
demostré el importante rol que juegan los pepinos de mar en el balance de
carbonato de calcio (CaCOQOs) disponible en el agua de mar para el desarrollo
eficiente y “sano” de los arrecifes de coral.

Por otra parte, el valor comercial de los pepinos de mar es elevado. La pesca activa
de este organismo ha existido por al menos 1,000 afios y actualmente al menos 13
mil toneladas son desembarcadas cada afo, provenientes principalmente de las
pesquerias japonesas y coreanas (Pawson 2007).

4. Proteasas identificadas en la Clase Holothuroidea

Muchas investigaciones se han enfocado en la actividad proteolitica de diferentes
especies marinas para comprender mejor su capacidad digestiva y el rol que
desempenan dentro de su entorno. Actualmente existen diversos reportes sobre
enzimas proteoliticas presentes en pepinos de mar; principalmente en su capacidad
para poder utilizar los nutrientes captados del entorno, sefalando que esta
capacidad depende principalmente de la actividad desarrollada por sus enzimas
digestivas (Fu et al. 2005) y particularmente en la especie Stichopus japonicus
debido al elevado valor comercial que representa.

En 1981 se report6d la actividad peptidica sobre di- y tri-péptidos en extractos
intestinales de Holothuria forskali y Neopendactyla mixta (McGettigan et al. 1981);
poco tiempo después (1985) el mismo grupo, publicé la presencia de una
aminopeptidasa soluble en la mucosa intestinal del pepino de mar H. forskali con
una masa aparente de 319 kDa y compuesta por seis subunidades de 54 kDa
(O’'Donoghue and Johnson 1986).

En 1990 se reportd actividad enzimatica en extractos del fluido celémico
provenientes del pepino de mar Holothuria polii, por sus estudios in vitro y respuesta
a inhibidores. Determinaron que probablemente se trataba de una proteasa serinica
tipo tripsina (Canicatti 1990).

Mas adelante (2005), se reportd la presencia de al menos tres proteasas presentes
en el tracto digestivo de Stichopus japonicus. Como particularidad, estas tenian un
elevado caracter alcalino (Fu et al. 2005).

En 2006 se realiz6 un ensayo con S. japonicus, en donde se evalua la variacion

estacional en la actividad de las proteasas presentes en diferentes secciones del
tracto digestivo (Fu et al. 2006). Otro ensayo con esta misma especie fue publicado
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en 2007; en él se reportaba el aislamiento y caracterizacion de una proteasa tipo
cisteina con una masa alrededor de los 35.5 kDa y con una sorprendente estabilidad
térmica, soportando hasta los 60°C (Qi et al. 2007).

Ademas de su capacidad digestiva, las proteasas presentan una increible accion
autolitica. Esto se ha comprobado aislando una serie de enzimas proteoliticas
responsables de la autdlisis de los tejidos de diversas especies de peces y
equinodermos (Qi et al. 2007). Los holoturoideos han demostrado su excepcional
capacidad de regenerar apéndices externos y 6rganos internos, una vez que son
expulsados de su organismo debido a factores ambientales o mecanicos. Ya existen
reportes de proteasas involucradas en el mecanismo de regeneracién; en el 2012
se evalud el efecto de algunos inhibidores durante la regeneracion intestinal en
Holothuria glaberrima, encontrando que los inhibidores afectaban de manera
importante la degradacion de colageno, la proliferacion celular y con todo ello, la
regeneracion (Pasten et al. 2012). Esta capacidad esta relacionada con la
remodelacion de la ECM en donde participan activamente una clase de proteasas
denominadas metalo proteasas de matriz o MMP’s (Woessner 1991).

En 2013 dos articulos sefalan la presencia de MMP’s en dos diferentes especies
de pepino de mar. El primero de ellos en Eupentacta fraudatrix, reporta la presencia
de cuatro proteasas en un amplio intervalo de masas, siendo una de ellas sensible
a un inhibidor de metalo proteasas de mamiferos. Asi mismo el uso de inhibidores
disminuia marcadamente la tasa de restauracion in vivo (Lamash and Dolmatov
2013). El segundo reporta el aislamiento de una metalo proteasa del tipo
gelatinolitica (GMP) en la pared corporal de S. japonicus, esta GMP reveld alta
actividad a pH alcalino y una temperatura optima entre los 40 y 45 °C (Wu et al.
2013).

En México, existen también reportes de proteasas presentes en especies de costas
mexicanas. En 2012 se reporta la presencia de proteasas en algunos organos de
los pepinos de mar Isostichopus fuscus y Holothuria impatiens (Hernandez-Samano
2010), mientras que en 2015 se reporta la presencia de una posible nueva metalo
proteasa en [. fuscus; esto debido a que no se encuentra homologia con las
reportadas (Hérnandez-Samano et al. 2015).
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5. Holothuria (Halodeima) inornata Semper 1868

La especie Holothuria inornata se encuentra distribuida en México, en los estados
de Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y el archipiélago de Revillagigedo. Mientas
que en Centro y Sudamérica se encuentra en la Isla del Coco, Costa Rica; Panama;
Peru; hasta Ecuador e Islas Galapagos. Su distribucion batimétrica abarca aguas
someras, desde los 3 hasta los 18 m de profundidad, en la interfase roca-arena o
entre piedras asociadas al sustrato (Solis-Marin et al. 2009; Honey-Escandon and
Solis-Marin 2018), siempre cubierto con una capa de arena fina y con escombros
finos o gruesos que imitan el fondo (Honey-Escanddn and Solis-Marin 2018), lugar
donde lleva acabo su alimentacion a partir de depédsitos de arena, lodo, sedimento
y detritos (Bakus, 1973), incorporando asi materia organica a su sistema y
desechando materia rica en aminoacidos y otros compuestos aprovechables
intersticiales u otros detritivoros (Coulon y Kangoux,1993). Regularmente los
organismos de gran talla presentan una relacion simbidtica con Holothuriophilus
trapeziformis, un pequefo cangrejo que habita en la cloaca (Campos, Pelaez-
Zarate, and Solis-Marin 2012).

H. inornata alcanza hasta 30 mm de longitud y 7 mm de ancho (Santos-Beltran and
Salazar-Silva 2011). El color de los individuos es casi negro con un tinte rojizo a
gris, verrugas rojizas, apendices oscuros y tentaculos negros o café obscuro
(Honey-Escandon and Solis-Marin 2018) (Figurab).

Figura 5. Holothuria (Halodeima) inornata Semper, 1868 o pepino de mar arenero; en inglés “Red Sea
Cucumber”. (Solis-Marin et al. 2013).
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lll. Hipotésis

Debido a la elevada presencia de colageno en su composicion y a que estas
enzimas intervienen en la regeneracion, un rasgo particular del Filo Echinodermata.
La pared corporal de H. inornata poseera metaloproteasas susceptibles de ser
identificadas mediante LC MS/MS

V. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es aislar y caracterizar una metalo proteasa de
la pared corporal del pepino de mar H. inornata.

En tanto que los objetivos particulares consisten en:
a) Purificar una proteasa de H. inornata utilizando diferentes técnicas
cromatograficas.
b) Conocer la complejidad de los extractos obtenidos.
c) Carcaterizar bioquimicamente a la enzima, esto es determinar su actividad y
masa molecular.
d) Proceder a su identificacién contrastando los datos obtenidos por LC MS/MS.
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V. Materiales y métodos

1. Sitio de estudio

Los especimenes de Holothuria inornata fueron recolectados por la Dra. Magali
Honey-Escandon, en la costa del puerto de Acapulco, ubicado en el municipio de
Acapulco de Juarez, estado de Guerrero, en el suroeste del Pacifico Mexicano a
420 km de la ciudad de México. Estas costas colindan al Norte con los municipios
de Coyuca de Benitez, Chilpancingo, al Este con San Marcos y al Sur con el Océano
Pacifico. La Bahia de Acapulco se encuentra en las coordenadas 16° 49’ 25.29” N
y 99° 54’ 42.67” E quedando delimitada por la sierra Madre del Sur.
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Figura 6. Mapa de Isla La Roqueta frente a las costas de Guerrero donde se colectaron los organismos de
estudio.

2. Especie de estudio

Como ya se describié anteriormente, H. inornata, habita desde la zona intermareal
hasta los 18 m de profundidad. Fueron recolectados con equipo de respiracion
autonoma bajo el agua (SCUBA, por sus siglas en inglés) en una cubeta con agua
de mar para su traslado y posterior identificacion taxonomica.

Para llevar a cabo la identificacion, se revisaron la forma y diversidad de las
espiculas; se realizé6 un corte de la piel del organismo y se colocé en un
portaobjetos, se le depositaron tres gotas de NaCIlO al 7% (m/v) dejando reposar
durante un minuto con el fin de desprender el tejido de las espiculas.
Posteriormente, se observaron con ayuda de un microscopio empleando un objetivo
de 40X y se contrastaron con las reportadas (Solis-Marin et al. 2009).
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Para su traslado al laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas 2 del Instituto de
Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México, las holoturias se
almacenaron dentro de bolsas de plastico en un tanque que contenia nitrégeno
liquido.

3. Obtencion del extracto a partir de los tejidos

Se procesaron 0.869 kg del material colectado, estos fueron cortados por el eje
anteroposterior para extraer cuidadosamente sus érganos, se diseccionaron las
visceras de la piel (pared corporal), posteriormente se utilizaron 50 mL de agua
destilada para homogenizar la pared corporal. En seguida la solucion obtenida se
congel6 a -20 °C.

4. Cuantificacion de proteinas por BCA

La cuantificacion se llevd a cabo mediante un método colorimétrico basado en la
interaccidn del cobre con acido bicinconinico (BCA). Consiste a grosso modo en la
reduccion del ion cuprico (Cu?*) al ion cuproso (Cu'*) por los enlaces peptidicos de
las proteinas; posteriormente cada Cu'* interacciona con dos moléculas de acido
bicinconinico, que lo quelan y producen un complejo color purpura intenso con
elevada absorcion a una longitud de onda de 562 nm. El color producido es soluble,
estable y aumenta de manera proporcional a la concentracidn de proteina (Smith et
al. 1985). Para determinar la concentracion de proteina de cada muestra estudiada
se agregaron 25 yL de cada extracto a cada pozo de una microplaca de 96 pozos,
posteriormente se anadieron 200 uL del reactivo de trabajo compuesto por la mezcla
de la solucion de acido bicinconinico y la solucion de sulfato cuprico; esta se dejo
reaccionar durante 30 minutos a una temperatura de 37 °C y se determind la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 562 nm en un equipo lector
de microplacas Synertgy HT® de la marca BioTek®. Esto se realiz6 por triplicado,
tanto para las muestras de cada paso de purificacion, asi como para el estandar de
la curva. Se empled como referencia una curva estandar de albumina sérica bovina
donde la ecuacion de la recta fue y=0.0014x; R>= 0.9981.

5. Determinacion de la masa molecular mediante la técnica de
Electroforesis Desnaturalizante SDS-PAGE

La electroforesis en gel con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés) es una técnica que permite identificar y monitorear la presencia de proteinas
durante un proceso de purificacion; también se emplea para la estimacioén de la
masa molecular de las proteinas al ser comparadas respecto a un estandar. Las
muestras se cargan en un gel polimerizado de acrilamida y bis-acrilamida. Se les
hace circular un campo eléctrico, que da como resultado la migracién de las
proteinas a través del gel que obedece a: la diferencia de masa y su carga (punto
isoléctrico).
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Para este fin se emplearon geles unidimensionales al 10%, la preparacion de estos
y el procedimiento se detalla en el anexo 2. Para la electroforesis se cargaron 10 pg
de proteina de cada muestra con 4 uL de amortiguador de carga 4X (Anexo 2) y 3
ML de marcador de masa molecular en su respectivo carril. Se corrieron a 90 V por
2 horas.

6. Deteccion de la actividad proteolitica mediante Zimografia

En la electroforesis no desnaturalizante se separan las proteinas en su estado
nativo (Garcia, 2000). La zimografia es un tipo de electroforesis no desnaturalizante,
que permite visualizar el numero y el tamano aproximado de las proteasas en una
muestra basandose en su capacidad de hidrolizar un sustrato de proteina embebido
en un gel, tal como proteoglicano (Barrett 1966), gelatina (Itoh, ljuin, and Takenawa
1998) o caseina (Leber and Balkwill 1997; Zeng et al. 2002). La técnica es
particularmente util para analizar la composicion de proteasas de muestras
biolégicas complejas, porque la visualizacion depende directamente de la actividad
proteolitica (Feitosa et al. 1998; Jain et al. 2001) Las soluciones y metodologia para
llevar a cabo la zimografia fueron adaptadas de Troeberg & Nagase, 2004. Se
emplearon geles unidimensionales al 10%, en este caso copolimerizados con
caseina y gelatina. Su preparacion y el procedimiento se detallan en el anexo 2.
Para la electroforesis se cargaron 10 ug de proteina de cada muestra con 4 uL de
amortiguador de carga No-desnaturalizante 4X (Anexo 2) y 3 yuL de marcador de
masa molecular en su respectivo carril. Se corrieron a 150 V por 1 hora.

7. Precipitacion con sulfato de amonio

En cualquier nivel, ya sea de investigacion o bien a nivel industrial, el
fraccionamiento de las proteinas requiere separar de manera rapida y masiva las
proteinas respecto a otros componentes que no pueden resultar de utilidad o
interés. La precipitacion ofrece esas propiedades ademas de ser un proceso rapido,
suave, escalable y poco costoso. Si bien, existen diversos métodos para llevar a
cabo la precipitacidén de proteinas, la precipitacion con sales, comunmente llamada
precipitacion por insolubilizacion por salado o “salting out” es una técnica
ampliamente utilizada para purificar proteinas, ya que permite separarlas de
impurezas como ADN, lipidos y otros contaminantes presentes en la muestra. Cabe
destacar que la sal de sulfato de amonio (SA), ha permanecido como uno de las
mas usadas para este fin (Burgess and Deutscher 2009).

Estudiada por Franz Hofmeister (1887-1890) la precipitacion de proteinas
empleando sales neutras permite mantener la actividad, asi como la estructura de
la proteina (Burgess and Deutscher 2009), en contraste con la precipitacion
obtenida empleando acido tricloro acético o acetona.

El mecanismo general consiste en que la adicion de sales elimina el agua de la

proteina hidratada, permitiendo la interaccion entre las regiones hidrofébicas que
componen a la proteina y su posterior combinacion intermolecular (Glatz, 1990.
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Citado en Tejeda, Montesinos, & Guzman, 2011). A mayor numero de regiones
hidrofobicas, mayor numero de agregados y por ende una rapida precipitacion
(Tejeda, Montesinos, and Guzman 2011). Para llevar a cabo este procedimiento, se
siguié el protocolo publicado por el Instituto Max Planck de Biologia Celular
Molecular y Genética!, el cual se detalla en el Anexo 2. Asi mismo, se complementd
con la aplicacién que ofrece EnCor Biotechnology Inc.? para el céalculo preciso de
las cantidades de SA a utilizar.

Se realiz6 una precipitacion fraccionada partiendo de 500 mL del homogeneizado
de la pared corporal, se adicioné sulfato de amonio necesario para conseguir el
20%, 40%, 60%, y 80% de saturacién; en cada paso se dejo formar el precipitado
en agitacion durante 60 minutos a 4 °C. Posteriormente el precipitado se recupero
mediante centrifugacion utilizando una ultracentrifuga marca BeckmanCoulter®
modelo J2-21 con un rotor Type 45 Ti a una aceleracion 30,000 g durante 1 hora a
4 °C. El precipitado se recuper6 mediante centrifugaciéon en las condiciones ya
mencionadas. Una vez recuperado, se resuspendio con una soluciéon amortiguadora
de fosfatos pH 7.0 a una concentracion 20 mM.

8. Dialisis de las muestras

Dialisis es la separaciéon con base en el tamafio de las moléculas en solucién por su
difusidn a través de una membrana semipermeable (Burgess and Deutscher 2009).
Para remover el SA presente en nuestras muestras, se utilizaron membranas para
dialisis con un tamano de corte entre 12,000 y 14,000 Da para remover sales y otros
componentes de baja masa molecular.

9. Purificacion mediante el empleo de una matriz de afinidad

La cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en
inglés) ha demostrado ser una poderosa técnica para la purificacion y aislamiento
de muchas proteinas (Block et al. 2009; Sulkowski 1985). Fue reportada por primera
vez por Porath et al. (1975), y se basa en la afinidad de algunos metales de
transicion como el Zn?*, Cu?*, Ni?*, y Co?* con los aminodcidos histidina y cisteina
en solucion acuosa (Block et al. 2009). Cabe mencionar que este procedimiento ha
tenido un particular desarrollo orientado a la busqueda de nuevas resinas que sirvan
como soporte para los iones metalicos.

Para llevar a cabo esta técnica cromatografica se realizd la sintesis de un micro
compuesto de Bentonita-Acrilamida-Cisteina (BAC) para la adsorcién y posterior
purificacion de las metalo proteasas con base en lo reportado por Yavuz et al., 2017.
Este procedimiento se detalla en el anexo 2. Para la adsorcion de las metalo
proteasas al BAC, se prepar6 una solucion de proteinas a partir de las obtenidas de
la precipitacion con sulfato de amonio a una concentracion de 3 mg/mL en

! https://hymanlab.mpi-cbg.de/hyman _lab/wp-content/uploads/2012/07/Ammonium_Sulfate Precipitation.pdf

2 http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm
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amotiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0; se incubaron con 3.0 g del microcompuesto
BAC y se dejaron en agitacién durante 2 h. Posteriormente se removio la fase liquida
y la proteina adsorbida se desorbio utilizando lavados de una solucién 1 M de NaCl,
con cada paso de desorcion se evalud la actividad proteolitica en placa y en
zimogramas.

10. Determinacion de la actividad proteolitica mediante el ensayo
reportado por Buroker-Kilgore & Wang (1993).

Para realizar la prueba de actividad proteolitica, se siguié el método propuesto por
Buroker-Kilgore and Wang 1993. El ensayo se basa en la union del agente colorante
(Coomassie azul brillante G-250) con las proteinas, pero no con los productos
proteoliticos generados durante la digestion con una proteasa. Este ensayo resulta
econdmico respecto a otros ensayos caseinoliticos ademas de que no requiere
tratamientos particulares para la muestra. Consta de dos pasos fundamentales, el
primero consiste en la incubacion de la enzima de interés junto con el sustrato (en
este caso caseina) y el segundo paso consiste en la incubacién con el reactivo
colorante. Para poder realizar la prueba, se hizo una dilucién tomando 5 ug de
proteina de cada fraccion en 95 uL de buffer de fosfatos 25 mM, pH 7.0. Se utilizé
como control positivo la tripsina y como control negativo, albumina. Se agregaron
10 yL de la mezcla anterior para cada fraccién en cada pozo de la microplaca de 96
pozos y se dejo reaccionar durante 3 h con 90 pL de solucion de caseina a una
temperatura de 37°C. En el caso de los blancos, se afiadieron 80 pL de agua MQ a
los pozos vacios con 20 yL de las fracciones con sustrato. Se midié la absorbencia
de las muestras 595 nm en un equipo lector de microplacas Synergy HT® de la
marca BioTek®.

Para determinar la actividad se sigue la siguiente relacion:

A‘4595 = A—Proteasa - A+Proteasa

Donde A_p,teasa €St@ dado por el valor de la absorbancia de los pozos que
contienen el sustrato sin la proteasa y A, p,roteasq €l Valor obtenido de la incubacion
de aquellos pozos que contienen al sustrato junto con la proteasa.

Para determinar los mg de caseina hidrolizada se emplean la pendiente (9.08179)
y la ordenada al origen (0.44437) de la recta generada en la estandarizacion.

_ UM caseina hidrolizada

min
La actividad enzimatica especifica correspondera:

U

U especifica = ———
mg proteina
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El proceso estandarizado y detallado se presenta en el Anexo 2.

11. Espectrometria de Masas en Tandem

La espectrometria de masas, es una herramienta analitica que provee informacion
importante del analito, como lo es su estructura, pureza y composicion (El-Aneed,
Cohen, and Banoub 2009). Una variante es la espectrometria de masas en tandem,
abreviada como MS/MS (por sus siglas en inglés), y que se define en términos
generales como: “cualquier método que involucre al menos dos etapas de analisis
de masas” (Hoffmann 2007), haciendo fragmentar los iones obtenidos del espectro
de masas primario, obteniendo el espectro de masas secundario y con ello nueva
informacion (Watson and Sparkman 2007). Esto se logra conectando multiples
analizadores de masa en serie donde el aislamiento del ion se lleva a cabo en el
primer analizador seguido de una fragmentacion en la celda de colisidon mientras
que el analizador final separa los fragmentos del ion basandose en su relacion
masa/carga (m/z) (El-Aneed, Cohen, and Banoub 2009).

La estrategia de digestion de proteinas para la generacion de péptidos y su
secuenciacion utilizando espectrometria de masas en tandem, se le conoce como
Shotgun Proteomics, la identificacion de los péptidos a partir de los espectros
MS/MS se desarrolla utilizando diversos programas que analizan las bases de datos
disponibles (Nesvizhskii 2006, bk. Mass Spectrom. Data Anal. Proteomics).

El siguiente ensayo se llevo a cabo en el Departamento de Innovacién Biomédica
(DIB) del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada
(CICESE). La enzima purificada se digiri6 con tripsina para obtener los péptidos
tripticos y una vez obtenidos se inyectaron 5 uL a través de un equipo de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) Eksigent NanoLC 400 (AB
SCIEX, Foster City, CA), utilizando una columna HALO Phenyl Hexyl 0.5x5cm para
la separacion analitica. Las fases moviles estaban compuestas por agua/acido
férmico y acetonitrilo/acido formico (A: 99.8/0.2%, B: 99.8/0.2%). El analisis se llevo
a cabo a un flujo de 5 yL/min durante 120 minutos.

La adquisicion de datos se realizé con un espectrémetro de masas TripleTOF 5600
(AB SCIEX, Concord, ON) equipado con una fuente DuoSpray. Los datos fueron
procesaron con el programa Protein Pilot v4.5 (AB SCIEX, Foster City, CA)
utilizando el algoritmo Paragon. Dicho software convierte los datos en bruto (.wiff)
en listas de picos para ser comparados e identificados empleando la base de datos
de todas las MMP’s reportadas en la pagina web de UniProt
(https://www.uniprot.org/), descargada en formato FASTA el 15 de octubre del 2018.
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VI. Resultados y Discusion

1. Precipitacién de proteinas con Sulfato de Amonio ((NH4)2SOa) y
analisis electroforético

Para conocer a qué porcentaje de saturacion de SA precipitaba nuestra proteina de
interés, se hizo un fraccionamiento con distinto porcentaje de saturacion 20%, 40%,
60% y 80%. De cada fraccionamiento se tomo una muestra y se cargo en un gel de
poliacrilamida al 10% asi como en dos zimogramas igual al 10%, uno
copolimerizado con caseina y el otro con gelatina (para las MMP’s con actividad de
gelatinasa) (Figura?).

a) SDS-PAGE b) CASEINA c) GELATINA
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Figura 7. Analisis electroforético de cada fraccionamiento obtenido con SA, la P indica que es de la pared
corporal y el nimero inmediato el porcentaje de (NH4).SO. empleado para su obtenciéon. a) SDS-PAGE al
10% de las fracciones. b) Zimograma al 10% copolimerizado con caseina. c) Zimograma al 10%
copolimerizado con gelatina.

Como se puede apreciar en la Figura 7, la visualizacion de los extractos con SDS-
PAGE, permitié conocer la complejidad de la muestra, observando proteinas entre
los 15 kDa y los 200 kDa.

Asi mismo, resulta evidente que a partir del 40% de saturacion con SA se
precipitaban las proteinas con actividad proteolitica, tanto en el zimograma
copolimerizado con gelatina ((Figura 7c), P40 recuadro rojo) como con caseina
((Figura 7b), P40 recuadro rojo).

Estos resultados sugieren la presencia de enzimas con actividad proteolitica a ese

porcentaje de saturacion, por lo cual se empleé como el idoneo para el
fraccionamiento.
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2. Efecto de los iones sobre la actividad proteolitica

Gréfico 3 Efecto de algunos cationes divalentes sobre la actividad proteolitica del extracto total precipitado al
40% de saturacion con SA.
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A fin de caracterizar de manera preliminar el tipo de enzimas presentes en el
fraccionamiento obtenido a partir de la pared corporal de H. Inornata; se probd el
efecto de distintos iones metalicos divalentes sobre la actividad proteolitica. Se
incubaron 30 pg de proteina con el sustrato (caseina 5 mg/mL) durante 1 h. Asi
mismo se estudio el efecto de los siguientes iones (5 mM) como sales de cloro, Zn?*,
Ca?" y Mg?* en la actividad proteolitica respecto al control (extracto crudo, PT).

Primeramente se observé que la muestra que se fracciond con el 40% de saturacién
de SA, presenta mayor actividad que el extracto crudo. Esto posiblemente se debe
a un enriquecimiento en la actividad especifica dada por la remocion de otros
componentes que pueden afectar la actividad proteolitica.

Por otra parte, en presencia de 5 mM de ZnCl; existe una mayor actividad respecto
a las muestras sin presencia de ningun otro ion divalente, asi como respecto a las
gue se incubaron con CaCl.. Se ha reportado la presencia de metalo proteasas o
metalo proteinasas de matriz en otras especies de pepino de mar (Lamash and
Dolmatov 2013; Wu et al. 2013), estas enzimas se caracterizan por poseer en su
centro un ion metalico de Zinc catalitico (Fanjul-Fernandez et al. 2010), que podria
relacionarse al aumento observado en la actividad, aunque este resultado contrasta
con los reportes previos, ya que estos indican que en presencia de este cation no
existe un aumento significativo en la actividad (Yavuz et al. 2017) o esta se ve
ligeramente afectada (Hérnandez-Samano et al. 2015).

Los resultados obtenidos en presencia de CaCl> mostraron un marcado efecto
inhibitorio y son consistentes con la literatura (Wu et al. 2013; Hérnandez-Samano
et al. 2015; Fu et al. 2005; Qi et al. 2007; O’Donoghue and Johnson 1986) ya que
no se ha reportado la presencia de proteasas tipo calpaina (dependientes de Ca?*).

Por ultimo, en presencia de MgClz, se observd un aumento sustancial en la
actividad, Fu et al. en el 2005 reportaron un recobro y aumento en la actividad en
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presencia de Mg?* aunque otros estudios sefialan una ligera disminucion en la
actividad (Hérnandez-Samano et al. 2015) (Grafico 3).

3. Cromatografia de afinidad por metales inmovilizados

Para llevar a cabo el aislamiento de la metalo proteasa, se sigui6 el método
reportado por Yavuz et al. en 2017 en el cual se realiza la preparacion de un
microcompuesto, formado por la polimerizacion de bentonita-acrilamida-cisteina
(BAC) para la purificacion de una metalo proteasa de Candida kefyr; este
microcompuesto se empleé como material de soporte para la adsorcion de metalo
proteasas y con ello, la posterior purificacion; esto debido a que si bien en la
literatura existen diversos reportes para la purificacion de este tipo de enzimas
(Krizkova et al. 2011; Gross and Lapiere 1962; Lamash and Dolmatov 2013; Bode,
Gomis-Ruth, and Stockler 1993) estos resultan complejos y en algunos casos
requieren el uso de columnas con anticuerpos inmovilizados (Imai and Okada 2008)
lo que eleva mucho los costos.

La bentonita, es un depdsito de arcilla que se genera comunmente por la alteracion
de material piroclastico o tefra volcanica. Consiste generalmente de montmorillonita,
un hidroxisilicato de magnesio y aluminio (Huff 2016). Las arcillas tienen muchas
virtudes en diversas areas, se han utilizado por ejemplo: en la remocion de agentes
patogenos, herbicidas, pesticidas, virus, toxinas, metales pesados (Celis et al. 2007;
Pierce et al. 2004; Pal and Vanjara 2001; Ulusoy and Akkaya 2009) e incluso, la
inmobilizacion de enzimas (Yesiloglu 2005).

Para el uso de la bentonita como material adsorbente, esta se mezclé con acrilamida
y bis-acrilamida como agente de entrecruzamiento en presencia de un elemento
iniciador de la polimerizacion y la cisteina como ligando pseudo-especifico. Esta
técnica es denominada “Cromatografia de Afinidad por Metal Inmovilizado (IMAC,
por sus siglas en inglés).

Esta técnica se fundamenta en la interaccién del azufre de la cisteina con el catidon
divalente de zinc presente en el sitio catalitico de la metalo proteasa, la cisteina
adsorbera a la enzima y se mantiene unida al material de soporte (bentonita) a
través del polimero formado entre la acrilamida y la bis-acrilamida (Figura 8).
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Figura 8. Representacion de la interaccion entre la cisteina y el catién divalente de zinc de una
metaloproteasa.
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Para conocer si la sintesis del microcompuesto se habia llevado a cabo de manera
satisfactoria, se tomaron fotografias mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM por sus siglas en inglés), la cual nos permitié caracterizar los cambios
morfolégicos en la superficie de la bentonita (Figura 6) y compararlos con los
obtenidos previamente por los autores de este método (Akkaya 2012; Akkaya and
Akkaya 2012).

SEM MAG: 2.50 kx ‘WD: 9.41 mm VEGA3 TESCAN
Moreno's lab View field: 55.4 pm Det: BSE Moreno's lab

Figura 9. Fotografia de SEM de la bentonita.

SEM MAG: 5.00 kx WD: 9.41 mm VEGA3 TESCAN SEM MAG: 3.01 kx WD: 9.41 mm VEGA3 TESCAN
View field: 27.7 pm Moreno's lab View field: 46.0 pm Det: BSE 10 pm Moreno’'s lab)

Figura 10. Fotografias de SEM del microcompuesto BAC (Bentonita-acrilamida-cisteina).

Con base en las imagenes obtenidas mediante SEM, se puede apreciar que si se
presentan cambios morfolégicos entre la bentonita y el microcompuesto (BAC)
(Figuras 6 y 7). En el caso de la bentonita sin reaccionar (Figura 6), se aprecia una
superficie mas porosa en comparacion con la superficie del microcompuesto BAC
(Figura 7). Esto se debe a la presencia de la cisteina copolimerizada con la
acrilamida, lo que disminuye con ello la porosidad (Akkaya 2012).

28



Una vez corroborada la correcta formacion del microcompuesto BAC, este se utilizo
para la adsorcion de la proteasa a la superficie formada.

La desorcion de la metalo proteasa del BAC se realiz6 con una concentracion
creciente de NaCl (0,25 M, 0,75 M y 1 M) y se procedid a determinar la
concentracion de estos lavados con un espectrofotdmetro UV-Vis BioSpec Nano ®

de la marca Shimadzu ® y se determinaron las siguientes concentraciones (Grafico
5).
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Grafico 4. Concentracion de proteina promedio para cada lavado del BAC.

Posteriormente se procedio a realizar un analisis electroforético en gel de poliacrilamida de
la proteina parcialmente purificada (Grafico 4 (L1 y L2)) y la actividad proteolitica se siguio
por zimografia, asi mismo por la técnica propuesta por Buroker-Kilgore and Wang 1993,

modificada (Grafico 5 (B)).
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Figura 11. SDS-PAGE de proteina parcialmente purificada bor cromatografia de afinidad de la pared corporal
de H. inornata. 1. Marcador de masa molecular; 2. Desorcién con 0.75 M de NaCl; 3. Desorcién con 0.25 M de
NaCl.
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Figura 12. Zimograma y grafica de actividad de las desorciones obtenidas de la “unién” proteinas del extracto
de viscera al microcompuesto bentonita-acrilamida-cisteina. A. Zimograma copolimerizado con caseina de los
lavados, (A) Desorcién con 0,25 M de NaCl. 2. Desorciéon con NaCl 0,75 M. 3. Desorcion con NaCl 1M. (B)
Actividad hidrolitica de los lavados utilizando el ensayo reportado por Buroker-Kilgore & Wang.

Con base en los resultados obtenidos de la desorcion (Grafico 4), se comprueba
que el microcompuesto BAC, es efectivo para la adsorcién de la proteasa en su
superficie. Al realizar el corrimiento electroforético en un zimograma copolimerizado
con caseina, destaca una banda que indica una hidrdlisis positiva y la cual posee
una masa aproximada a los 55 kDa que contrasta con la del gel desnaturalizante
SDS-PAGE, esto posiblemente se debe a una migracion anomala en el gel no
desnaturalizante (zimograma). Tanto en los carrilles 1 y 2 del grafico 5, la definicion
de la banda, sinébnimo de la hidrolisis de la caseina copolimerizada, aumenta al
elevarse la fuerza ionica empleada para despegarla del microcompuesto BAC
llegando su maximo a 0.75 M de NaCl. Estos resultados son concordantes con la
determinacién de la concentracion de proteina y se corroboraron por medicién de la
hidrolisis en placa de 96 pozos utilizando la caseina como sustrato y en ambos
resulta consistente ya que en la concentracion de 0.75 M de NaCl, la enzima
adsorbida en el microcompuesto BAC se despega en una mayor cantidad.

30



4. Espectrometria de masas en Tandem.

Las muestras anteriores, se digirieron con tripsina y a los péptidos obtenidos se les
inyectaron 5 pL de la digestion a través de un equipo de cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (HPLC) acoplado a un espectrometro de masas Triple TOF. Con
base en los espectros de fragmentacion MS2 generados en la espectrometria de
masas en tandem, se pudo conocer la posible secuencia de los péptidos tripticos
con base en las bases datos proporcionados, para asi saber si teniamos alguna
proteina candidata.

Utilizando un parametro de confianza al 90% se obtuvieron los siguientes
resultados:

Tabla 3. Proteinas detectadas por el software respecto a la base de datos de metalo proteasas.

Proteins Detected

N | Unused Total % Cov Accession # Name Species | Peptides(95%)

ATP-dependent
zinc
metalloprotease
FtsH OS=Borrelia
burgdorferi (strain
ZS7) OX=445985
GN=ftsH PE=3
Sv=1

1 2.00 2.00 4.531000182 | sp|B7JON5|FTSH_BORBZ BORBZ 1

Tetraspanin-12
OS=Caenorhabditis
2 2.00 2.00 8.765999973 | sp|Q22495|TSP12_CAEEL | elegans OX=6239 | CAEEEL 1
GN=tsp-12 PE=1

Sv=1

Zinc
metalloprotease
ZmpB
3 2.00 2.00 3.756000102 | sp|Q8DQN5|ZMPB_STRR6 | OS=Streptococcus | STTR6 1
pneumoniae (strain
ATCC BAA-255/
R6) OX=171101
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Realizando diversos analisis con los patrones de fragmentacion generados por
espectrometria de masas (Tablas 7 a 12, Anexo 1) observamos que dos de las
proteinas identificadas correspondan a metalo proteasas (Tabla 4); si bien es
relevante sefialar que para cada proteina solo se identificé una secuencia con un
porcentaje de hasta el 99% de confianza ).

Tabla 4. Secuencias identificadas al 99% de confianza con base en su espectro de fragmentacion.

Proteina Secuencia al 99% de confianza.
Zinc Metalo proteasa dependiente DVAGQEEVK
de ATP de Borrelia burgdorferi.
Tetraspanina-12 de
Caenorhabditis elegans. NTFVNMLSK
Zinc metalo proteasa d'e DLTEEEK
Streptococcus pneumoniae.

Para corroborar que estas secuencias no resultaran redundantes, se procedio a
analizar cada una mediante un BLAST utilizando los servidores del National Center
for Biotechnology Information (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y el servidor
UniProt dado por la combinacion de E Swiss-Prot, TrEMBL y PIRt
(https://www.uniprot.org/).

El resultado derivado de estos analisis para la primera secuencia, arroja que ese
péptido se encuentra conservado en diversas metalo proteasas dependientes de
ATP. Para la segunda secuencia se presentan resultados similares, si bien el
servidor de UniProt solo presenta resultados de diversas tetraspaninas hipotéticas
y revisadas, el servidor del NCBI (por sus siglas en inglés) no solo mostré resultados
para tetraspaninas si no también para otras proteinas, principalmente proteinas
hipotéticas de Clostridium sp. 6 Micromonas commoda.

Finalmente la ultima secuencia, resulta redundante con la base de datos del NCBI
debido que arroja resultados para muy diversas proteinas tales como titina de
Chelonia mydas, hemolisinas de Magnetococcus marinus, dineina de Desmodus
rotundus y proteinas transportadoras de Fusobacterium necrophorum; por otro lado
en la base de datos del UniProt, la secuencia no arroja ningun resultado.

Para contar con mayor informacion y mas certeza de los datos obtenidos por la
espectrometria de masas, se procedioé a hacer un analisis con las metalo proteasas
reportadas en el filo Echinodermata, tanto de proteinas revisadas como de las
hipotéticas, y también con ello, descartar que las metalo proteasas parcialmente
identificadas por sus espectros derivaran de una posible contaminacion.

Los espectros se asociaron a diversos péptidos tripticos, pero resaltaron los
siguientes:
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Tabla 5. Péptidos identificados respeto a la base de datos de equinodermos.

Conf Sequence Modifications
88.9599979 IAVDDFR Val->Ala@3
74.7200012 KYNPCPEK Carbamidomethyl(C)@?5; Oxidation(P)@6

Estos se relacionan principalmente a una enzima predicha del erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus. Concretamente se trata de una desintegrina y
metalo proteinasa con motivos de trombospondina similares al tipo 6 (Tabla 6 y
Tabla 16, Anexo 1).

Tabla 6. Alineamiento de los péptidos identificados utilizando la herramienta BLAST del NCBI, filtrando los
resultados solo para el phylum Echinodermata.

PREDICTED: A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 6-like [Strongylocentrotus purpurates]

Sequence ID: XP_011681419.1
Length: 448 Number of Matches: 1
Score Expect Identities Positives Gaps
29.9 bits(63) 0.053 9/13(69%) 9/13(69%) 0/13(0%)
Query 3 NPCPEKIAVDDFR 15
NPCP | DDFR
Sbjct 73 NPCPGIISADDFR 85

Esta proteina pertenece a la superfamilia de las zinc proteasas, si bien son similares
a las MMP’s en sus dominios metalo proteasa poseen un unico dominio de
desintregina de union al receptor de integrinas (Seals and Courtneidge 2003). Estas
enzimas se caracterizan por estar implicadas en el control de la fusion de
membranas, eliminacidon de citoquinas y factores de crecimiento durante la
inflamacion asi como en la morfogénesis tisular y la fertilizacion (Seals and
Courtneidge 2003; Kelwick et al. 2015).

Signal Cysteine- Transmembrane
Sequence Metatloprotease ) rich Domain

ADAM

Prodomain - Disintegrin EGF-like Cytoplasmic
Tail

Snake Venom
Metalloprotease

Thrombospondin-like (TS) _
ADAMTS B )
~ X
M atrix Fibronectin N-like Hemopexin-tike
Metalloprotease .

Figura 13. Topografia de las ADAM's y M . Se muestran las estructuras de dominio
generalizadas de las familias ADAM, SVMP, ADAM-TS y MMP. Se debe tener en cuenta que los miembros de
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la familia ADAM-TS tienen un ndmero variable de motivos similares a la trombospondina (TS). La MMP que se
muestra es de la clase de las gelatinasas. Otras subclases de MMP’s carecen de secuencias tipo hemopexina
y/o secuencias tipo fibronectina tipo Il. La subclase de MT-MMPs tiene dominios transmembrana y colas
citoplasmicas ademas de los dominios mostrados (Tomado de Seals and Courtneidge 2003).

Si bien esta proteina solo es predicha y pertenece a otro organismo, podria
compartirse con otros equinodermos como los pepinos de mar ya que pertenecen
al mismo phylum. Aunque esto puede resultar aventurado, se propone con base en
la evidencia que se obtuvo, ya que resulta importante sefalar que el estudio en
estos organismos es escaso y las bases de datos con las que disponemos resultan
escasas para dicho fin.
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VIl. Conclusiones

Existe aun una escasa investigacion respecto a la bioquimica de organismos
marinos. Si bien se ha desarrollado investigacion a profundidad para ciertas
especies, la riqueza y potencial de muchas aun es incierto. Las enzimas de
organismos marinos, particularmente las proteasas, poseen propiedades unicas
que pueden tener un cierto potencial biotecnolégico o incluso, permitirian conocer
aspectos relacionados a la evolucién de las proteasas dado que la aparicion de los
echinodermos se remonta a inicios del cambrico (Brusca, Moore, and Shuster 2016).

La investigacidn en proteasas de pepino de mar es abundante en los paises
asiaticos, principalmente en Japdén. En México ya existen algunos trabajos previos
con S. japonicus, pero con otras especies no han ahondado lo suficiente para tener
mas informacion sobre estas enzimas en los holoturoideos.

Se determind que al 40% de saturacion de SA era la concentracién idonea para
llevar a cabo la precipitacion de las proteasas basados en la actividad observada en
los zimogramas de hidrolisis de caseina y gelatina; el efecto de los iones metalicos
sugirio la presencia de metalo proteasas. Se propuso la sintesis de un micro
compuesto el cual resulté eficaz y facilitod el trabajo desarrollado, disminuyendo los
tiempos de purificacion y permitiendo la adsorcion de una proteina.

Con la cromatografia de liquida tandem espectrometria de masas, se identificé una
metalo proteasa con una masa de 22 kDa (en gel desnaturalizante, SDS-PAGE) en
la pared corporal del pepino de mar. Si bien la homologia es baja, las bases de
datos de las que se dispone es pobre y resulta problematico que la identificacion se
asocie a metalo proteasas de bacteria.
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VIIl. PERSPECTIVAS

La secuenciacion de la metalo proteasa aislada, con el fin de conocer su estructura
y permitir hacer ensayos posteriores orientados a su homologia con otras metalo
proteasas reportadas.
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A.Anexo 1, resultados ProteinPilot

Tabla 7 Proteinas detectadas por grupo.

Proteins in Group

N | Unused | Total Accession # Name Species
ATP-dependent zinc
metalloprotease FtsH

1 2.00 2.00 sp|B7JON5|FTSH_BORBZ OS=Borrelia burgdorferi BORBZ

(strain ZS7) OX=445985
GN=ftsH PE=3 SV=1
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Tabla 8 Péptidos identificados en la muestra con base en su espectro y que podrian aparecer en la secuencia de la proteina candidato.

Peptides in Group
Contrib Conf Sequence Modifications Cleavages AMass I:Ar\%: z| Sc Spectrum Type
2.00 99 DVAGQEEVK 0.0148 | 97349 | 2| 11 1.1.1.3638.2 Winner
GIn->Asp@1: missed K-E@10;
0 91.9 QVTVSLPDIKEREAILNIHSLKTK . p missed R-E@12; -0.2086 | 27193 | 4| 10 1.1.1.8314.2 Winner
Deamidated(N) @17 ;
missed K-T@22
0 91.9 QVTVSLPDIK Deam'ditf\gfgz@“ Val- 01115 | 10715 |2 | 11 | 1.1.1.43182 | Winner
0 <1 DKILMGVAK missed K-l@2 -0.0182 | 97354 | 2 3 1.1.1.9976.2 Winner
0 <1 DMEEARDK missed R-D@6 0.0382 | 99246 | 2 5 1.1.1.6823.2 Winner
0 <1 DMEEARDK missed R-D@6 0.0355 | 99246 | 2 6 1.1.1.6824.2 Winner
0 <1 DMEEARDK missed R-D@6 0.0377 | 99246 | 2 6 1.1.1.6860.3 Winner
0 <1 DMEEARDK missed R-D@6 0.0377 | 99246 | 2 6 1.1.1.6863.2 Winner
0 <1 KNSPCIIFIDELDAVGR Carbarl’l‘gff:;ggc)@& missed K-N@1 | -0.1205 | 19478 |3 | 8 | 1.1.1.96922 | Winner
0 <1 MVTEWGMGEEVGPIF Gly->Ser@12 cleaved F-L@C-term | 0.0238 | 1710.8 | 2 6 1.1.1.10872.2 Winner
Deamidated(N)@1; missed K-K@2; ) .
0 68 NKKVELSSGK Carbamyl(K)@3 missed K-V@3 0.0644 | 11325 |2 | 10 1.1.1.2996.2 Winner
0 <1 SMTITDR 0.0141 8224 |2 6 1.1.1.8894.2 Winner
0 <1 SMTITDR 0.0137 8224 |2 6 1.1.1.8900.2 Winner
missed K-K@4;
0 <1 SNNKKKNK missed K-K@5; -0.0246 | 959.53 | 2 4 1.1.1.9921.2 Winner
missed K-N@6
Tabla 9 Cobertura de la secuencia de la proteina candidato.
Protein Sequence Coverage
MNGNNNMNNNGKSNNKKKNKNWILGLVVVFLISAIFMSYFIRGGESYKNVPYSTFQSYLDNGLVESVVIIDKNLIQFVVKGSNFAKSYFSTSIPYLDINLLSELK SQASLI

GVLLQTLPWILFFIFFFFIFRQTQGGGGKVFTFGKSNAQKYEAGKNKITFK
FVEMFVGVGASRVRDLFDNARKNSPCIIFIDELDAVGRSRGAGLGGGHDEREQTLNQLLVEMDGFGTHTNVIVMAATNRPDVLDSALLRPGRFDRQVTVSLPDIKEREAILNIHSLKTK
LSKDINLQVIARATPGASGADLANLINEGALIAARNNQDEILMKDMEEARDKILMGVAKKSMTITDRQKLETAYHEAGHALLHYYLEHADPLHKVTIPRGRALGVAFSLPREDRLSINKH

QILDKIKICYGGYASEQINLGVTTAGVQNDLMQATSLAKKMVTEWGMGEEVGPIFLVDDEAPIFLPKEFSKAKAYSENTADKVDREVKRILEECLKEASDILLKHKDQLVKLAKELVLKET

LTDKEVRELLGFEANKDEYDLFSSDSTTKEVKGEDVKG

QELREVVEFLKNPKKFEKIGAKIPKGVLLVGSPGTGKTLLAKAVAGEAGVSFFHMSGSD
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Tabla 10 Proteinas detectadas por grupo.

Proteins in Group

N | Unused

Total

Accession # Name Species
Tetraspanin-12
0OS=Caenorhabditis elegans
2 2.00 2.00 sp|Q22495|TSP12_CAEEL 0X=6239 GN=tsp-12 PE=1 CAEEEL
Sv=1
Tabla 11 Péptidos identificados en la muestra con base en su espectro y que podrian aparecer en la secuencia de la proteina candidato.
Peptides in Group
Contrib | Conf Sequence Modifications Cleavages AMass Prec MW z| Sc Spectrum Type

2.00 99 NTFVNMLSK Phospho(S)@8 0.035845 1132.53 2 1.1.1.3035.2 Winner
0 <1 SDILAQR -0.0511923 | 801.383301 | 2 1.1.1.7500.2 Winner
0 <1 YAPGAGGESEI C'ea"et’gr:f’@c' -0.0217568 | 1049.44482 |2 | 6 | 1.1.1.49252 | Winner

Tabla 12 Cobertura de la secuencia de la proteina candidato.

Protein Sequence Coverage

MANRRQPVQHRAQQRVYRQSQIRYAPGAGGESEISCCVKYSVFSFNVIFFLLGFGLLLFGVWAQIEK

LGLLLIAEFSAGVFAYACRDQLDNYIRNLLNDVVVGYRDDPDLQLLIDSMQETWMCCGINGADDWDRNTYFSIEAREVASPEAGGVPFSCCINSSKLEFKNYFCGHGVRLKPESHMAA
HLAAQRVMAHTASIYTEGCLPKLQLWLNNNMLLVAVSMVIIAIIQVLGICFAQNLKSDILAQRAKWYYTH

ASKLYLDPTWPLLIVGFLTFIIGFSGCVGSLRENTSFLTFYSTL

Tabla 13 Proteinas detectadas por grupo.

Proteins in Group

N | Unused

Total

Accession # Name Species
Zinc metalloprotease ZmpB
OS=Streptococcus
3 2.00 2.00 sp|Q8DQNS5|ZMPB_STRR6 preumoniae (strain ATCC STTR6
BAA-255 / R6) OX=171101
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Tabla 14 Péptidos identificados en la muestra con base en su espectro y que podrian aparecer en la secuencia de la proteina candidato.

Peptides in Group

Contrib | Conf Sequence Modifications Cleavages AMass Prec MW z| Sc Spectrum Type
2.00 99 DLTEEEK 0.00702878 | 862.399048 | 2| 9 1.1.1.378.2 | Winner
0 <1 LDSREK missed R-E@4 -0.04183 | 746350464 | 2| 3 | 1.1.1.26342 | Winner
cleaved L-T@N- .
0 <1 TDESNLVK Phospho(S)@4 o 0.0415358 | 984.458069 |2 | 5 | 1.1.1.4641.2 | Winner
0 <1 SSVALDSAEVK Phospho(S)@7 °'ea"etir';r']s@N' -0.047396 | 1184.48523 | 2| 5 | 1.1.1.5798.2 | Winner
Phospho(S)@1; cleaved A-D@C-
0 <1 SKQIQSISQAEA Deamidated(Q)@5; term; missed K- -0.014666 1449.56433 | 2 7 1.1.1.7045.2 Winner
Phospho(S)@8 Q@2
0 <1 APQDEIIK Phospho(D)@4 cleaved rQn;A@N' -0.0033531 | 992454651 |2 | 7 | 1.1.1.74642 | Winner
0 <1 DLAGMDDKNIK Ala->Ser@3 missed K-N@8 0.0109115 | 123459729 | 2| 8 | 1.1.1.8961.2 | Winner
cleaved N-S@N-
0 <1 SDEVAEKALLK term; missed K- | -0.0571778 | 120159827 |2 | 4 | 1.1.1.11183.2 | Winner
A@7
0 <1 C'ea"et’gr:;]s@c' -0.0217568 | 1049.44482 | 2| 6 | 1.1.1.49252 | Winner
cleaved A-P@C-
0 <1 GTQEEGKEGQA term; missed K- | -0.0067521 | 113249292 |2 | 7 1.1.1.224.2 | Winner
E@7
cleaved A-P@C-
0 <1 GTQEEGKEGQA term; missed K- | -0.0067521 | 113249292 |2 | 7 1.1.1.226.2 | Winner
E@7

Tabla 15 Cobertura de la secuencia de la proteina candidato.

Protein Sequence Coverage

MFKKDRFSIRKIKGVVGSVFLGSLLMAPSVVDAATYHYVNKEISQEAKDLIQTGKPDRNEVVYGLVYQKDQLPQTGTEASVLTAFGLLTVGSLLLIYKRKKIASVFLVGTMGLVVLPSA
GAVDPVATLALASREGVVEMEGYRYVGYLSGDILKTLGLDTVLEETSAKPGEVTVVEVETPQSTTNQEQARTENQVVETEEAPKEEAPKTEESPKEEPKSEVKPTDDTLPKVEEGKE
DSAEPAPVEEVGGEVESKPEEKVAVKPESQPSDKPAEESKVEQAGEPVAPRKDEQAPVEPENQPEAPEEEKAVEETPKQEESTPDTKAEETVEPKEETKTAKGTQEEGKEGQAPV
QEVNPEYKVTTGTVEKSTESELDFTTEVVPDDTKYVDEEVVERQGSKGVQVTKTTYETVEVVETDKVLSTTTEVKTPVVPKVVKKGTKPVETREEVIPFATKEQEDDTLKRGTRQVAQ
EGVNGKKQITETYKTIRGEKTNEAPTVEETVLQAPQDEIIKKGTKGLEKPTLQWANTEKDVLKKSATASYTLTKPAGVEIKSIKLALKDKDGQLVKEVTVAENNLNATLDKLKYYQGYTL
STTMVYDRGEGEETEKLEDKQIQLDLKKVEIKNIKETSLMNVDAEGNETDKSLLSEKPTDVSQLYLRVTTHDNKVTRLAVSSVEEVVVDGKTLYKVVAKAPDLVQRRADDTLSEEYVHY
FEKQLPKVNNVYYNFNELVKDMQANPMGEFKLGADLNAVNVKPAGKAYVMAKFRGTLSSVENHQYTIHNLERPLFNEAEGATLKNFNLGNVNINMPWADKVAPIGNMFKKSTLENIK
VVGSVTGNNDVTGAVNKLDEANMRNVAFIGKINSLGDKGWWSGGLVSESWRSNTDSVYFDGDIVGNNSKFGGLVAKVNHGSNQWDVKQKGRLTNSVVKGTMTLKNHGQSGGLV
HENYDWGWVENNISMMKVNNGEIMYGSGSIDGDPYFGFDYFKNNYYVKDVATGESTYKRSKQIQSISQAEADAKIANMGITANTFAIQDPVVNKLNRIIDRDSEYKAIQDYQETRNLA
YRNLEKLQPFYNKEWIVNQGNKLTDESNLVKKTVLSVTGMKSGQFVTDLSSVDKIMIHYADGTKEEFGVSAISDSRVKQVKEYNVDDLGVVYTPNMVDKNRDSLITKVKEKLSSVALD
SAEVKSITNNPASLYLEESFAEVRETLDKLVKSLLENEDHQLNSDEVAEKALLKKVEDNKAKIILALTYLNRYYGIDYDGLNFKHLMMFKPDFYGKTPSILDFLIRIGSAEKNLKGDRSLE
AYREVIGGTIGKGELNGLLGYNMRLFTKYTDLNDWFIHAAKNVYVSEPETTTEDFKDKRHRIYDGLNNDVHGRMILPLLNLKKAHIFVISTYNTIAFSSFEKYGKNTEEERNAYKAEIDRV
AKAQQRYLDFWSRLALPKVRNQLLKSQNSVPTPVWDNQVYVGLGGANRMGYGDGGRVVTPVRELFGPTDRWHQINWNMGAMAKIYERPWKDDQVYFMVTNMMEPFGISAFTHE
TTHVNDRMAYYGGDWHREGTDLEAFAQGMLQTPDKSTTNGEYGALGINMAYERKNDGEQLYNYDPEKLDSREKIDSYMKNYNESMMMLDYLEASAVIRQNLSDNSKWFKKMDKE
WRTNADRNRLIGEPHQWDKLR KLPIDSIDKLVENNFVTLHGMPKNGRYRTEGFDSSYQPVNMMAGVFGGNTSKSTVGSISFKHNAFRMWGYYGYENGFIPYVSNKLKGA
ANKENKGLLGDDFIIKKVSKNQFQNLEEWKKHWYHEVYDKAQKGFVEIEVDGVKISTYAQLQSLFEEAVSKDLAGMDDKNIKNHYQYTENLKWKIYKQLLKNTDGFSSDLFTAPQA
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Tabla 16 Resultado del alineamiento de las secuencias identificadas con base en la herramienta BLAST.

query acc.ver | subject acc.ver | % identity | alignmentlength | mismatches | gapopens | g.start | g.end | s.stat | s.end | e-value | bitscore | % positives

PREDICTED: A
disintegrin and
metalloproteinase with
thrombospondin motifs 6-
like [Strongylocentrotus
purpuratus]

Query_109943 | XP_011681419.1 | 69.231 | 1 3|4 0 3 1657 3|8 5(0.053|29.9|69.23

hypothetical protein
BSL78 07736 Query_109943 | PIK55366.1 |6 0 |1 5|0 1 6 14|495|509|1.2|26.16 0

[Apostichopus japonicus]

PREDICTED:
uncharacterized protein
LOC579064 Query_109943 | XP_011665649.1 |1 0 0 |7 0 0 9 151692 (1698 |1 .2|26.1]1 0 O
[Strongylocentrotus
purpuratus]

importin-11-like

Query_109943 | XP_022099682.1 |1 0 0 |7 0 0 8 14|540|546 1.7 (2571 0 0
[Acanthaster planci]

PREDICTED: importin-11
[Strongylocentrotus Query 109943 | XP_011672007.1 |1 0 0 | 7 0 0 8 14 (540|546 1.7 |25.7|1 0 0

purpuratus]
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B. Anexo 2 Metodologia detallada.

SDS-PAGE

Para la preparacién de los geles unidimensionales SDS-PAGE se prepararon las siguientes soluciones

(Anexo 3):

A) Acrilamida/bis (30 % T, 2.67 % C).

B) Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8.
C) Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8.
D)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 %.
E) Amortiguador muestra: SDS al 10 %, mercaptoetanol al 5 %, azul de bromofenol al

1 0.05 %, glicerol al 10 % y Tris-HCI 0.5M, pH 6.8.

F) Amortiguador de corrida pH 8.3: Tris base al 1.5 %, glicina al 0.7 % y SDS al 0.5 %.

G) Solucion tefiidora: Azul de Coomassie R-250 al 0.1 %, metanol al 40 % y acido

acético al 10 %.

H) Solucién destefidora: metanol al 40 % y acido acético al 10 %.

I) Agua destilada

Una vez listas las soluciones correspondientes, se prepararon los geles de separacion y concentracion

segun lo indica la siguiente tabla.

Volumen para el Gel de separacion (mL)

12%

10%

8%

6%

Agua destilada 0.560 1.28 1.996 2.72
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 3 3 3 3

SDS 10% 0.08 0.08 0.08 0.08
Bis/Acrilamida 4.32 3.6 2.884 2.16
Persulfato de Amonio 20% 0.040 0.040 0.040 0.040
TEMED 0.005 0.005 0.005 0.005

Volumen para el Gel de concentracién (mL)

4.8%
Agua destilada 2.8
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 0.6625
SDS 10% 0.050
Bis/Acrilamida 1
Persulfato de Amonio 0.025
TEMED 0.005
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Una vez listos los geles se continud con la siguiente metodologia:

Se cargan 15 plL de cada Se adiciona el . .Se somete a I?S
siguientes condiciones:

muestray 3 pL de amortiguador de corrida
you — & ; —> 90 Vctes., 500 mA
marcador en su dentro de la cdmara de
. ) . (durante 1 h
respectivo carril. electroforesis .
aproximadamente).
a \l/ a
Se tifie con la solucién
tefiidora en agitacion Destefiir con la solucion
lenta durante 30 desteflidora.

minutos.

Zimografia

Las soluciones y metodologia para llevar a cabo la zimografia fueron adaptadas de Troeberg &
Nagase, 2004.

La preparacién de las soluciones es similar que para la SDS-PAGE excepto por las siguientes las
cuales se detallan en el anexo 3:

e Solucion de sacarosa 1.46 M
e Soluciéon de sustrato de caseina 10X
e Buffer de carga no reductor

Volumen para el Gel separador (mL)
12% 10% 7.5% 6%
Agua destilada 0.13 0.42 0.74 0.94
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 1.0 1.0 1.0 1.0
Solucién de sustrato de 0.4 0.4 0.4 0.4
caseina 10x
Solucién de sacarosa 0.86 0.86 0.86 0.86
Bis/Acrilamida 1.61 1.32 1.0 0.8
Persulfato de Amonio 0.014 0.014 0.014 0.014
TEMED 0.0015 0.0015 0.0015 0.0015
Volumen para el Gel de concentracién (mL)
4.8%
Agua destilada 0.428
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 0.285
Solucién de sacarosa 0.285
Bis/Acrilamida 0.142
Persulfato de Amonio 0.014
TEMED 0.003
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Una vez listos los geles se continud de la siguiente manera:

4

Se cargan 15 pL de cada
muestra con amortiguador
de carga no reductory 3 pL
de marcador en su respectivo
carril.

Se adiciona el amortiguador
de corrida dentro de la
camara de electroforesis

Se someté a las siguientes
condiciones: 150 V ctes., 500
mA (durante 1 h
aproximadamente).

Transferir el gel a un
contenedor con 30 mL de
buffer de desarrollo e incubar
dos horas o toda la noche a
37°C

Lavar con 20 mL de buffer
renaturalizante de enzima
durante 15 minutos a
temperatura ambiente.
Repetir cuatro veces hasta
una hora.

Terminada la electroforesis
colocar los geles en un
recipiente sellado.

Se tifie con la solucion
tefiidora en agitacion lenta
durante 30 minutos.

Destenir con la solucién
destefiidora.
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Precipitacion de proteinas con sulfato de amonio

o

Es muy importante usar sulfato de amonio fresco y desecado. Esto asegura una
disolucion uniforme y rapida.

El dia antes de su uso, coloque sulfato de amonio durante la noche en el horno de secado
dentro de un vaso grande o un plato de secado (el sulfato de amonio se descompone a
220 ° C).

Limpie el mortero previamente y muela el sulfato de amonio seco con cuidado hasta
obtener un polvo fino. Use una mascara contra el polvo (si no necesita una mascara, el
polvo no esta lo suficientemente seco).

Use el polvo molido inmediatamente.

Agregue el polvo lenta pero constantemente con una mezcla minuciosa. No permita que
se formen grumos.

Deje que el precipitado se forme durante 30 minutos a 4 ° C con agitacion.

Recuperar el precipitado por centrifugacion. Las soluciones altamente saturadas en
sulfato de amonio son bastante densas y puede ser dificil de precipitar.

Retire el sobrenadante.

Resuspender los botones en un volumen de solucién amortiguadora igual al volumen del
extracto.
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Purificacion de metalo proteasas mediante el microcompuesto Bentonita-Acrilamida-Cisteina

1. Disolver 1 gramo de bentonita y un gramo de cistéina en 20 mL de dH20O.
2. Mezclar con 20 mL de la solucion de acrilamida (0.2 g/mL).

3. Agitar durante 5 minutos a 60 °C.

4. Retirary adicionar 0.2 g de N,N’-metilenbisacrilamida.

5. Agregar 50 mg de APS en 10 mL de dH20.

6. Adicionar 50 yL de TEMED.

7. La polimerizacion es casi instantanea.

8. Centrifugar a 5000 g durante 5 minutos para remover lo no reaccionado.
9. Lavar con 10 mL de dH20 y centrifugar nuevamente.

10.Sorbentes se pueden almacenar en 0.02% NaN3z a 4 °C.

Una vez listo el microcompuesto se continué de la siguiente manera:

4 4 4
25 mL de disolucion de

, Lavar el Sorbentes se pueden
proteina (5 mg/mL) en . o
amortiguador de microcompuesto con almacenar enOO.OZA,
fosfatos pH 7.0 50 mM de NaOH. NaN; a4 °C.
4 4
Desorber la proteina
Mezclar con 2.5 g de del botén con 1.0 M de
microcompuesto. NaCl en agotacidn
durante 1 h.
4 4

Centrifugar a 5000 g
durante 15 minutos y
conservar el botén.

Incubar 2 h en
agitacion.
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Casein-Coomasie Blue Microplate Assay for Protease Activity

Reactivos:

e 90 ul de Solucion de Caseina (0.5 mg/mL), 20 mM DTT en 50mM Tris-HCI (pH7.4).
e 10 uL de Muestra.

Incubar 30 min a 25 °C.

Anadir 150 uL de Bio-Rad® reactivo colorante concentrado diluido con agua (2:1). Incubar 10 minutos
y leer en un lector de microplacas a una absorbancia de 595 nm.

Para determinar la actividad se sigue la siguiente relacion:

A‘4595 = A—Proteasa - A+Proteasa

Donde A_p,,teasq €Sta dado por el valor de la absorbancia de los pozos que contienen el sustrato sin
la proteasa y A, proteasq € Valor obtenido de la incubacion de aquellos pozos que contienen al sustrato
junto con la proteasa.

Para definir las unidades de actividad proteolitica se emplea la masa de 2061.98 g/mol y se divide
entre el tiempo de incubacion.

Para determinar los mg de caseina hidrolizada se emplean la pendiente (9.08779) y la ordenada al
origen (0.44437) de la recta generada en la estandarizacion.

_ UM caseina hidrolizada

min
La actividad enzimatica especifica correspondera:

U

U especifica = ———
mg proteina

Para la estandarizacion.

Primero se realizé una curva de calibracion para determinar el rango de sensibilidad del método a
distintas concentraciones de caseina.

Tabla 17. Concentracion de caseina y absorbancia correspondiente para determinar el rango de respuesta lineal.

. [Casein] | Abs 595
MM Caseina mg/ml am
242.4853781 | 0.5 1.94825
193.9883025 | 0.4 1.84925
145.4912269 | 0.3 1.84
96.99415125 | 0.2 1.71925
48.49707563 | 0.1 1.3015
38.7976605 | 0.08 1.1775
29.09824538 | 0.06 1.0375
19.39883025 | 0.04 0.838
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Abs 595 nm

Figura 14. Absorbancia a 595 nm contra la concentracion de proteina

9.699415125 | 0.02 0.6495
0 0 0.38675
-------- [Casein] vs Abs 595 nm
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Casein (mg/mL)

Se observa que la parte lineal se encuentra entre 0 y 0.1 mg/mL de caseina, dado eso se toma solo

Abs 595 nm

Figura 15. Absorbancia a 595 nm contra la concentracion de proteina entre 0 y 0,1 mg/mL.

esa parte obteniendo la siguiente grafica:

1.4

m  [Casein] vs Abs 595 nm

Linear fit

1.2
1.0 H

0.8

]

o

-

004 006
Casein (mg/mL)

0.08

Donde la ecuacion de la recta fue y= 9.08179x + 0.44437; R?= 0.98336.

Posteriormente se determino la actividad de una muestra de Tripsina (1 ug/uL) con las concentraciones
crecientes de caseina para obtener la cinética de la misma.

90 ul de cada Solucién de Caseina.

10 uL de Tripsina (1 ug/uL).
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Para las concentraciones superiores a 0.08 se hace el siguiente ajuste:

0.1y 0.2 mg/mL tomar 40 uL de la mezcla de incubacion y tranferir a otro pozo con 60 uL de agua y
posteriormente afiadir los 150 uL de Bio-Rad® reactivo colorante concentrado diluido con agua (2:1).
Incubar 10 minutos y leer en un lector de microplacas a una absorbancia de 595 nm.

0.3 a 0.5 mg/mL tomar 20 uL de la mezcla de incubacion y tranferir a otro pozo con 80 uL de agua y
posteriormente afiadir los 150 uL de Bio-Rad® reactivo colorante concentrado diluido con agua (3:1).
Incubar 10 minutos y leer en un lector de microplacas a una absorbancia de 595 nm.

Para el analisis de los datos al AA;y5 obtenido de las muestras incubadas con 0.1 y 0.2 mg/mL caseina,
dividir entre 0.4, esto por la diferencia de concentracion. Para las muestras incubadas con 0.3 a 0.5
mg/mL caseina, dividir entre 0.2 esto por la diferencia de concentracion.

Se obtuvo el siguiente grafico para describir la cinética y se analizo utilizando el programa Origin® 5.0
para ver si embonaba con una cinética de Michaelis-Menten.

o — B
i Data: Data1_B
0.30 - Model: MichaelisMenten
Chi*2 = 0.00032 ]
1 Vm -3.5333E12 +121985657774.10834

e ks -6.558E12 +66052684104.42548
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Figura 16. Caseina hidrolizada por la tripsina.
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C. Anexo 3 Soluciones.
Acrilamida-Bisacrilamida (relacién 37:1)

1. 22.2 g acrilamida
2. 0.6 g bis-acrilamida
3. Aforar a 100 ml con agua BD.

Buffer de corrida

1. 57.6 g Glicina

2. 12 g Tris base

3. 4gSDS

4. Aforar a4 L con agua BD

Solucion de tincion

1. 2.5 g Azul Brillante Coomassie R-250
2. 450 mL metanol

3. 100 mL acido acético glacial

4. Aforara 1L conaguaBD

Solucion destenidora

1. 300 mL metanol
2. 400 mL acido acetico
3. Aforar a4 L con agua BD

Buffer de carga 5X Reductor (10 mL)

125 mL Tris-HCI 1 M, pH 6.8

1 g de SDS

2.5 mL de glicerol

75 uL de azul de bromofenol al 2% disuelto en etanol puro.
1 uL de 2-mercaptoetanol

Aforar a 10 mL con agua BD

oakwnN -~

Solucion de sacarosa

1. Disolver 50 g de sacarosa y 0.02 g de NaN3 en 50 mL de agua BD
2. Andadir 30 uL de tolueno
3. Aforar a 100 mL y almacenar un mes a 4 °C

Solucion de sustrato de caseina 10x

1. Disolver 800 mg de caseina en 100 mL de NaOH 0.1 N

2. Calenar la solucion a 37°C con vortexeadas ocasionales hasta que no haya material no
disuelto.

3. Se puede almacenar a -20°C durante varios meses



Buffer de carga 2X No Reductor

1. Disolver 0.2 g SDS (2%) y 0.01 g de azul de bromofenol (0.01%) en 5 mL Tris-HCI 1.5 M pH

8.8
2. Adadir 5 mL de glicerol (40%)
3. Se puede almacenar hasta un mes a -20°C
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