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RESUMEN

Las metaloproteasas de matriz (MMPs de matrix metalloproteinases) son
enzimas dependientes de zinc que participan en la degradacion y remodelacion de
la matriz extracelular, desempefiando funciones relevantes en diversos procesos
fisioldgicos y patoldgicos, incluyendo desarrollo tisular, embrionario, cicatrizacion,
angiogénesis, invasion tumoral y metastasis. Entre ellas, la metaloproteasa de
matriz 16 (MMP16 o MT3-MMP) pertenece al subgrupo de MMPs de membrana y
presenta un dominio catalitico que contiene residuos conservados responsables de
la coordinacion de iones metalicos esenciales para su actividad proteolitica. A pesar
de su relevancia bioldgica, los determinantes estructurales responsables de su

actividad catalitica y estabilidad conformacional aun estan poco caracterizados.

El objetivo de este trabajo fue expresar, purificar y caracterizar bioquimica y
funcionalmente el dominio catalitico recombinante de MMP16 humana en su forma
silvestre (WT) y dos variantes obtenidas por mutagénesis dirigida en residuos clave
del sitio catalitico Glu- Ala y Asp-Ala (E247A y Dsi1A), con la finalidad de evaluar la
contribucion de estos residuos a la actividad enzimatica y a la estabilidad estructural

de la proteina.

Las proteinas recombinantes se expresaron en Escherichia coli BL21 (DE3)
y se optimizaron las condiciones de cultivo hasta alcanzar una densidad 6ptica de
DOsoo= 0.8-1.0, seguida de la induccién con IPTG a una concentracion final de 1
mM. Posteriormente, las proteinas fueron purificadas mediante cromatografia de
afinidad a niquel y cromatografia de exclusion molecular, y analizadas por SDS-
PAGE al 15%. Asimismo, se analizaron los perfiles cromatograficos para estimar el
estado oligomérico de las proteinas purificadas, la actividad autoproteolitica y
estudios de inhibicién utilizando Batimastat para evaluar la funcionalidad de las

variantes.

Los resultados demostraron que la MMP16 tipo silvestre y la mutante Ez247A
presentaron niveles de expresion y solubilidad comparables. Sin embargo, la
sustitucion del residuo glutdmico catalitico provocé la pérdida de la actividad

autoproteolitica y aboli6 la respuesta funcional al proceso catalitico, lo que confirma



el papel esencial de este residuo en la activacion de la molécula de agua
responsable de la hidrdlisis peptidica. Por otro lado, la variante DsiA mostré una
marcada tendencia a la agregacion y dificultades en la purificacion, lo que sugiere
una alteracion de la estabilidad conformacional del dominio catalitico. Los analisis
cromatograficos indicaron, ademas, diferencias en el comportamiento estructural de
las variantes, lo que evidencia que modificaciones puntuales en residuos

conservados pueden afectar propiedades relevantes para la funcién enzimatica.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que los residuos E247y Ds1
desempeiian funciones complementarias dentro de MMP16: el primero participa
directamente en la catalisis dependiente de zinc, mientras que el segundo
contribuye principalmente a la integridad estructural del dominio catalitico. Estos
hallazgos amplian el conocimiento sobre la relacion estructura-funcion en MMP16 y
proporcionan informacion experimental valiosa para futuros estudios estructurales,
funcionales y de disefio racional de inhibidores selectivos dirigidos a esta
metaloproteasa



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la matriz extracelular.

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional compleja compuesta
principalmente por proteinas estructurales, glicoproteinas y proteoglicanos que
rodean a las células en los tejidos. Entre sus componentes principales se
encuentran el colageno, la elastina, laminina y fibronectina, que proporcionan
soporte mecanico a las células y contribuyen a la organizacion estructural de los
tejidos (Frantz, Stewart, & Weaver, 2010; Fig. 1).

Ademas de su funcion estructural, la MEC desempefia un papel fundamental
en diversos procesos bioldgicos, como la adhesion celular, migracion, proliferacion
y diferenciacion celular. Asimismo, actia como un reservorio de moléculas
sefalizadoras que participan en la comunicacion celular y en la regulaciéon de la

homedstasis tisular (Hynes, 2009).

La matriz extracelular es una estructura altamente dinamica que se encuentra
en constante remodelacion. Este proceso es esencial para fenomenos fisioldgicos
como el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de heridas y la angiogénesis. La
remodelacion de la MEC depende de un equilibrio entre la sintesis de sus
componentes y su degradacion por enzimas proteoliticas especializadas (Page-
McCaw, Ewald & Werb, 2007).

Entre las enzimas responsables de la degradacion de los componentes de la
matriz extracelular destacan las metaloproteasas de matriz (MMPs, de matrix
metalloproteinases), una familia de proteasas dependientes de zinc capaces de

degradar una amplia variedad de proteinas de la MEC (Fig. 1).

En el contexto oncolégico, las MMPs favorecen la invasion tumoral al
degradar la MEC, facilitando la migracion celular y la metastasis (Coussens et al.,
2002). Esto ha convertido a las MMPs en blancos estratégicos de la investigacion

farmacoldgica.
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Figura 1 Matriz extracelular o MEC, definida como una red tridimensional dinamica de proteinas

fibrosas, glicoproteinas y polisacaridos bioactivos que rodea y regula a las células. Nota: Adaptado
de Hynes, (2009).

1.2 Metaloproteasas de matriz (MMPs).

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) constituyen una familia de
endopeptidasas dependientes de zinc que participan en la degradacién y
remodelacion de los componentes de la matriz extracelular. Las MMPs fueron
descritas por primera vez en 1949, como enzimas depolimerizantes que facilitan el
crecimiento tumoral al degradar el estroma del tejido conectivo, incluidos los
pequefios vasos sanguineos. En 1962, Jerome Gross y Charles M. Lapiére aislaron
y caracterizaron la primera colagenasa de origen animal a partir de tejidos de
renacuajo durante la metamorfosis, demostrando su participacion en la degradacion
del colageno durante la reabsorcion de la cola (Gross & Lapiere, 1962). Durante los
siguientes 20 afos, se purificaron y caracterizaron varias enzimas, pero fue a partir
de 1985 cuando el campo se desarrolld significativamente impulsado por los
avances en biologia molecular que permitieron la clonacién y secuenciacion de sus
genes, la identificacion de nuevos miembros, la comprension de sus mecanismos

de regulacion y activacion. Estos avances revelaron que las MMPs constituyen una



familia ampliamente distribuida en la naturaleza, encontrandose en virus,

arqueobacterias, bacterias, plantas, nematodos y animales (Laronha, 2020)

El interés en estas enzimas se debe a su papel fundamental en numerosos
procesos fisioldgicos, incluyendo el desarrollo embrionario, la reparacion de tejidos,
la angiogénesis y la cicatrizacion, asi como en diversas patologias, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, artritis, la invasion tumoral y metastasis (Nagase,
& Murphy, 2006).

1.2.1 Clasificacion

Las MMPs constituyen una subfamilia de endopeptidasas dependientes de
Znz* pertenecientes a la superfamilia de las metzincinas y clasificadas en la familia
M10 de la base de datos MEROPS (Rawlings, 2017). Estas enzimas se caracterizan
por la presencia de un ion Zn2* en su sitio activo y por una metionina conservada en
toda la familia de estas enzimas y que se localiza hacia el extremo C-terminal del
motivo de union al zinc, la cual forma una estructura caracteristica denominada
“‘Met-turn (Gomis- Ruth, 2019). En vertebrados, existen 28 tipos diferentes de
MMPs, al menos 24 se expresan en tejido humano incluyendo dos equivalentes
(Gonzéalez, 2019), las cuales se clasifican de acuerdo con su estructura y
especificidad de sustrato en distintos subgrupos, entre ellos colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y metaloproteasas tipo membrana (MT-
MMPs). Esta clasificacion refleja las diferencias funcionales y estructurales entre los

miembros de esta familia de enzimas (Tabla 1).



Tabla 1 Clasificaciéon de las metaloproteasas de matriz humanas.

Grupo de MMPs

Miembros

Caracteristicas

Colagenasas.

MMP-1, MMP-8, MMP-13

principales

Degradan colageno

fibrilar (tipo I, 11y 111).

Gelatinasas.

MMP-2, MMP-9.

Degradan gelatinasa y
colageno tipo IV: poseen
dominios tipo

fibronectina.

Estromelisinas.

MMP-3, MMP-10, MMP-
11

Degradas componentes
de la matriz extracelular

como proteoglicanos vy

Matrilisinas

MMP-7, MMP-26.

laminina.
Carecen de dominio
hemopexina;  proteinas

mas pequenas.

Metaloproteasas  tipo

MMP-14, MMP-15, MMP-

Asociadas a membrana

20, MMP-21, MMP-23,
MMP-27, MMP-28.

membrana (MT-MMPs). | 16, MMP-24, MMP-17, celular; activan otras
MMP-25. MMPs.
Otras MMPs. MMP-12, MMP-19, MMP- | Funciones

especializadas 0 menos

caracterizadas.

Nota: Adaptado de Nagase et al., 2006.

Otra clasificacion divide a las MMPs en tres grupos principales de acuerdo con su

localizacion celular:

1) Secretadas al espacio extracelular como enzimas solubles:

Estas MMPs son sintetizadas como zimogenos inactivos y se secretan al
espacio extracelular, donde son activadas por protedlisis. Una vez activas, difunden
por la matriz extracelular y degradan componentes estructurales como el colageno,

la gelatina y la elastina. Ejemplos de este grupo incluyen MMP-1, MMP-2 y MMP-9



(Nagase et al., 2006). Su funcion principal es la remodelacion global de la matriz
extracelular durante procesos fisiolégicos como cicatrizacion, desarrollo

embrionario y angiogénesis.

2) Asociadas alasuperficie celular mediante interacciones con receptores

o glicoproteinas:

Algunas MMPs, aunque son secretadas, pueden permanecer asociadas a la
superficie celular mediante interacciones con receptores, integrinas o
proteoglicanos. Esta asociacion limita su difusion y permite una actividad proteolitica
mas localizada en el entorno pericelular (Itoh, 2015). Estas MMPs participan en

procesos donde se requiere degradacion dirigida, como la migracién celular.
3) Ancladas a la membrana plasmatica:

Las metaloproteasas tipo membrana (MT. MMPs), se encuentran ancladas
directamente a la membrana plasmatica mediante dominios transmembrana o
anclajes GPI. Este grupo incluye enzimas como MMMP14, MMP15, MMP16 y
MMP17 Esta localizacion es fundamental, ya que permite que la actividad
proteolitica ocurra de manera focalizada en sitios de adhesiéon célula-matriz o

estructuras especializadas de invasion celular (Itoh, 2015; Fig. 2).
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Figura 2 Estructura general de las metaloproteasas de matriz. Organizacion estructural de las
metaloproteasas de matriz (MMPs) y de las metaloproteasas de membrana tipo | (MT-MMPSs). Las
MMPs estan constituidas por un péptido sefial, un prodominio con el mecanismo de cysteine switch,
un dominio catalitico, una region bisagra (hinge) y un dominio hemopexina (PEX). Las MT-MMPs



conservan estos dominios y presentan, ademas, un dominio transmembranal y una cola
citoplasmatica que permiten su anclaje a la membrana plasmatica. Nota: Adaptada de Overall (2002)
y Visse (2003).

1.2.2 Contexto celular de la actividad de las MMPs

Las metaloproteasas de matriz ejercen su actividad dentro de un contexto
celular altamente organizado, la actividad de las metaloproteinasas debe
entenderse dentro de un contexto celular dinamico en que su localizacion vy
regulacion espacial determinan su funcion biologica. Estas enzimas son sintetizadas
por diversos tipos celulares, incluyendo fibroblastos, células epiteliales,
endoteliales, inmunes y tumorales, donde su actividad no ocurre de manera difusa,
sino que se concentran en microambientes especificos del entorno celular,
conocidos como regiones peri celulares, donde la célula interactia directamente con
la matriz extracelular (Fig. 3). En estos sitios, las MMPs participan en la degradacion
dirigida de componentes de la MEC permitiendo la remodelacion tisular de forma
controlada (Abitha,2015).

A nivel subcelular, la actividad de las MMPs se concentra en regiones altamente
dindmicas, entre ellas, la membrana plasmatica (principal sitio funcional de las MT-
MMPs), el espacio extracelular (MMPs solubles), las vesiculas intracelulares (trafico
y reciclaje), los lamelipodios y filopodios (migracion celular) e invadopodios (células

tumorales).

Los invadopodios son estructuras ricas en actina donde se concentra la
actividad de MMPs, lo que permite la degradacion localizada de la matriz

extracelular y facilita la invasion celular (Coussens et al., Eddy et al., 2017).

En condiciones fisiologicas, la actividad de las MMPs esta finamente
regulada por mecanismos como la activacion controlada de zimdégenos y la
inhibicion por TIMPs (del inglés, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), lo que
mantiene el equilibrio en la remodelacion tisular. Sin embargo, en condiciones
patolégicas como el cancer, este equilibrio se pierde, resultando en una actividad

proteolitica desregulada.
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La sobreexpresion de MMPs y su acumulacién en regiones especificas como
los invadopodio,s favorecen la degradacion localizada de la matriz extracelular y de
la membrana basal, facilitando la invasion de células tumorales hacia tejido
adyacentes. Este proceso constituye un paso critico en la progresion tumoral y la
formacion de metastasis (Coussens et al., 2002). La organizacion espacial y
regulacion de la actividad de las MMPs en el microambiente celular constituye la

base para comprender su doble papel en la fisiologia y la patologia (Fig. 3).
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Figura 3 Localizacion de las metaloproteasas de matriz (MMPs). Las MMPs pueden encontrarse
como enzimas secretadas en el espacio extracelular, asociadas a la superficie celular o ancladas a
la membrana plasmatica. Su distribucion en regiones pericelulares, como lamelipodios e
invadopodios, permite la degradacion localizada de la matriz extracelular y la regulacion de procesos
como migracion, invasion y remodelacion tisular. Nota: Adaptado de Page-MCCaw et al. (2007).

1.2.3 Funciones fisiol6gicas

Las MMPs desempefian un papel esencial en procesos fisiol6gicos clave

mediante una regulacién estricta de su actividad. Estas enzimas permiten la
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reorganizacion controlada de la matriz extracelular, facilitando la migracion celular y

la comunicacién intracelular (Tabla 2).

Tabla 2 Participacion de las MMPs en procesos fisioldgicos basada en Cui et al., 2017.

Proceso Descripcion MMPs
fisioldgico involucradas
Apoptosis Regulacion de la muerte celular programada MMP-7, -9, -
celular. mediante la escision de componentes de la MEC y | 10, -14, -23, -
moléculas de sefializacion facilitando la eliminacion | 25.
de células dafadas.
Embriogénesis. | Participacion en migracién, diferenciacion y | MMP-21, -27,
organizacion tisular durante el desarrollo embrionario | -28.
mediante remodelacion de la MEC.
Respuesta Modulacion de citocinas, quimiocinas y migracion de | MMP-1, -12, -
inmune. células inmunes, contribuyendo a la respuesta 13, -14, -24, -
inflamatoria controlada. 25.
Morfogénesis. | Remodelacion estructural de tejidos y cambios en la | MMP-14, -15.
arquitectura celular durante el desarrollo vy
mantenimiento tisular.
Remodelacion | Degradacion y reorganizacion continua de la matriz | MMP-3, -10, -
tisular. extracelular para mantener la homeostasis tisular. 13, -14, -22, -
26, -28.
Angiogénesis Degradacion de la membrana basal y facilitaciéon de | MMP-2, -26, -
la migracion de células endoteliales para formacion | 29.
de nuevos vasos.
Cicatrizacién Eliminaciéon de tejido dafiado, migracion celular y | MMP-1, -8, -
de heridas. formacion de nueva matriz durante la reparacion | 10, -11, -19.
tisular.
Reproduccién/ | Degradacion ciclica del endometrio y su| MMP-23, -27.

menstruacion

regeneracion durante el ciclo menstrual.
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Crecimiento Modulacién del entorno extracelular para permitir la | MMP-18
axonal extension de neuritas y plasticidad neuronal.

Embarazo Regulan la invasion del trofoblasto, la remodelacion | MMP-3, -9, -
(implantaciény | de arterias espirales y la formacion de la placenta | 14

desarrollo

placentario)

mediante degradacion controlada de la matriz
extracelular. Este proceso es esencial para una
adecuada perfusion uteroplacentaria y el desarrollo

feta.

1.2.4 Funciones patoldgicas

La desregulacién de la actividad de las MMPs se asocia con diversas
enfermedades, como el cancer, la artritis, las enfermedades cardiovasculares y la
fibrosis. En particular, su sobreexpresion contribuye a la degradacion excesiva de la
matriz extracelular, lo que promueve la invasion tumoral, la metéstasis y las
alteraciones en la arquitectura tisular (Tabla 3).

Tabla 3 Participacion de las MMPs en procesos patolégicos.

Proceso

patoldgico

Descripcion

MMPs

involucradas

Cancer Degradacion de la membrana basal y la MEC, | MMP-1, -2, -
facilitando invasion, metéstasis y angiogénesis @ 3, -7, -9, -14.
tumoral. (Kessenbrock et al, 2010)

Enfermedades Remodelacioén vascular, degradacion de elastinay | MMP-1, -2, -

cardiovasculares | colageno, contribuyendo a aterosclerosis vy | 3,-7,-9,-14, -
formacion de aneurismas (Newby, 2016). 28

Infecciones Induccion por citocinas inflamatorias, aumento de = MMP-2, -10, -

virales permeabilidad tisular y contribucion al dafio 12, -13
inflamatorio (Elkington et al., 2005)

Osteoartritis Degradacion de cartilago articular (colageno tipo Il | MMP-3, -9, -
y agrecano), provocando degeneracion progresiva | 13, -19

(Murphy & Nagase, 2008)
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Enfermedades Alteracibn de la Dbarrera hematoencefalica,  MMP-2, -9, -
neuroldgicas facilitando neuroinflamacion y disminucion de | 12, -24
plasticidad neuronal (Yong, 2005)
Enfermedades Remodelacion de vias respiratorias, inflamacion | MMP-7, -9, -
pulmonares cronica y degradacion de la MEC en asma y EPOC | 10, -12, -14, -
(Churg et al., 2012). 19, -25
Enfermedades Particiacion en fibrosis y cirrosis mediante | MMP-3, -10, -
hepéticas remodelacion de la MEC y activacion de células | 19
estrelladas (Iredale, 2003)
Inflamacion Regulacion de citocinas, quimiocinas, amplificando | MMP-1, -2, -
la respuesta inflamatoria y el dafio tisular (Van Lint | 7, -8, -13
& Libert, 2007).
Trastornos Desequilibrio MMPs/TIMPs que favorece | MMP-1, -3.
fibroticos acumulacién excesiva de matriz extracelular
(Wynn, 2008)
Enfermedad Degradacion excesiva de la MEC y alteracion en la | MMP-2, -3, -
venosacronica | cicatrizacién, contribuyendo a Ulceras venosas |9, -10, -26

(Ruffetto & Khalil, 2008)

1.2.5 Estructura general de las MMPs

En general, la familia de las MMPs presenta una estructura constituida por

cinco dominios:

péptido sefial, prodominio, dominio catalitico

y dominio

hemopexina; ademas, en el caso especifico de las MMPs de membrana, contienen

un segmento transmembranal (Fig. 2). Cada uno de estos dominios presenta

caracteristicas estructurales y funcionales particulares (Visse & Nagase, 2003).

e Péptido sefial (N- terminal): Es péptido que permite la secrecion del

zimogeno hacia el espacio extracelular.

e Prodominio: Corresponde a un péptido de aproximadamente 80 residuos

cuya funcién es mantener inactivo al dominio catalitico por medio de un

motivo conservado PRCXXPD. Este motivo presenta un residuo de cisteina
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que coordina el ion Zn?* del sitio activo. Cuando el predominio es removido
por accion proteolitica, el sitio activo queda cataliticamente activo.

e Dominio catalitico: Contiene el motivo HEXXHXXGXXH, en el que tres

residuos de histidina coordinan el Zn?* catalitico. Un residuo de glutamato
adyacente actia como base general durante la hidrélisis.
Durante la catalisis, este glutamato activa una molécula de agua, la cual
actia como nucleodfilo atacando el enlace peptidico del sustrato, lo que
conduce a su hidrdlisis y a la degradacion de componentes de la matriz
extracelular (Fig. 2).

e Dominio hemopexina (C- terminal). Regula la especificidad de sustrato y
participa en interacciones proteina- proteina, incluyendo procesos de
dimerizacion.

e Dominio transmembranal: Es un péptido presente solo en las MMPs de
membrana tales como: MMPs-14, 15, 16 y 24.

1.2.6 Arquitectura de los dominios cataliticos

En general, todos los dominios cataliticos de las MMPs presentan una
estructura globular con un diametro aproximado de ~40 A y estan constituidos por
entre 160 y 170 aminoacidos. Su plegamiento se compone de tres hélices a (oA, aB y
aC), cinco laminas B (I-V) y 8 asas variables que conectan distintos elementos
estructurales (LBI-BIII, LBII-BIV, LBIV-BV, LaA-Bl, LaA-aC). Estas regiones
representan elementos distintivos de las MMPs y desempefian funciones relevantes
en la actividad catalitica y el reconocimiento de sustratos. De manera particular, el
loop LBINI-BIV, denominado loop S (specificity), conforma parte del sitio de unién a
ligandos y constituye la regién de mayor variabilidad estructural entre las distintas
MMPs. Esta variabilidad les proporciona las diferencias en especificidad por
sustratos y, por tanto, a las funciones biologicas particulares de cada miembro de la
familia (Tallant et al., 2010).

Por otro lado, todas las estructuras cristalograficas de los dominios cataliticos

de las MMPs muestran densidad electrénica correspondiente a cuatro atomos
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metalicos: dos iones Zn?* y dos iones Ca?* (PDBs: 1RM8, 3KRI, 3SHI, 6ESM, 5112
y 1A85). En el caso de los iones Zn2*, ambos presentan una coordinacion tridentada
mediada por residuos de histidina. El ion Zni se localiza en el sitio activo y
desempeiia un papel esencial en el ciclo catalitico, mientras que el ion Zn2 cumple
una funcion estructural, contribuyendo a la estabilizacién de regiones adyacentes al
sitio activo. Por su parte, los iones Ca2* contribuye a la estabilidad estructural de

todo el dominio y estan coordinados por residuos de aspartico.

1.2.7 Especificidad de sustrato.
Como ya se comentd, la especificidad de las MMPs esta determinada por

residuos de la hélice aB y por residuos del loop-S, los cuales contribuyen a la
formacion del surco catalitico. Esta regidbn comprende los sitios cataliticos y de
reconocimiento de sustratos, este Ultimo, organizado en seis subsitios denominados
S1, S2, S3, S1’, S2’ y S3’, de acuerdo con la nomenclatura de Schechter y Berger
(1967). Cada uno de estos subsitios reconoce y posiciona diferentes regiones del
péptido que se hidrolizara. De manera complementaria, los residuos del sustrato se
designan como P3, P2, P1, P1’, P2’y P3’, donde cada posicion P interactia con su
subsitio S correspondiente. Sin embargo, el bolsillo S1’ destaca por presentar la
mayor variabilidad estructural entre las MMPs (Fig. 4). Esta variabilidad se traduce
en cambios en la geometria del sitio, asi como en sus propiedades de carga e
hidrofobicidad, por lo que constituye el principal determinante de la preferencia y
especificidad de sustrato en esta familia de proteasas (Visse & Nagase, 2003;
Overall, 2002). Por ejemplo, en MMP-1 y MMP-7, las caracteristicas estructurales
del bolsillo S1’ dan lugar a cavidades poco profundas, mientras que en MMP-2,
MMP-8 y MMP-9 este bolsillo presenta una profundidad intermedia. En contraste,
MMP-3, MMP-11, MMP-12, MMP-13 y MMP-14 poseen bolsillos S1’ mas profundos
y extendidos (Laronha, 2020) (Tabla 4).
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Tabla 4 Bolsillos de reconocimiento del sustrato en MMPs (basado en Maskos, Bode, 2006

Interaccién con el sustrato Composicion general
S1 Lado no primario del enlace | Variable, dependiente del
peptidico. sustrato
ST Lado primario del enlace peptidico Crucial para especificidad; en
MMP16 incluye Met27, lle 263 y
GIn 269
S2 Ayuda en el posicionamiento Menos conservado
S3 Interaccion lateral Variable

P,

St
7N\
0} P,
{ sciséle” Y\

Si

Sz

Figura 4 Representacion de los bolsillos de reconocimiento del sustrato en las MMPs. A la
izquierda, superficie molecular del dominio catalitico donde se identifican los bolsillos de unién al
sustrato que conforman el surco catalitico. A la derecha esquema de la interaccion entre los residuos
del sustrato (P2, P1, P1" y P2") y los respectivos subsitios de reconocimiento de la enzima, donde el
ion Zn?* catalitico participa en la hidrélisis del enlace peptidico. El bolsillo S1"constituye el principal
determinante de la especificidad de sustrato e inhibidores en las MMPs.
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1.2.8 Ciclo catalitico
El mecanismo catalitico de las MMPs depende de la accién concertada del

ion zinc catalitico (Zn1), del residuo conservado Gluz47 y de una molécula de agua
coordinada al metal. Ademas, el Zn1 se encuentra coordinado por tres residuos de
histidina conservados que constituyen la secuencia consenso HEXXHXXGXXH,
mientras que la molécula de agua completa una esfera de coordinacion

pentacoordinada (Bertini et al., 2006).

En la primera etapa del ciclo, el sustrato ingresa al surco catalitico mediante
su reconocimiento por S1’ y residuos de la hebra BIV, lo que permite el acomodo del
grupo carbonilo del enlace peptidico que sera hidrolizado (cissile bond) dando lugar

a un complejo de Michaelis.

El Gluzs7 actia como una base general, activa a la molécula de agua
mediante desprotonacion generando un hidréxido nucledfilo capaz de atacar el
carbono carbonilico del enlace peptidico lo que favorece la formacion de un

intermediario gem-diolato con geometria tetraédrica.

Tras la formacién y colapso del intermediario tetraédrico, Gluz47 dona el
protdbn al N del grupo amino previamente capturado de la molécula de agua,
actuando como acido general y regenerando su estado desprotonado original. Para
finalizar, los productos de reaccién se disocian del sitio activo y una nueva molécula
de agua proveniente del solvente se coordina al ion Zn2* catalitico, restableciendo
la configuracién inicial del centro catalitico para un nuevo ciclo de hidrdlisis
(Laronha, 2020; Fig. 5).

18



~ SitioS1

Complejo de Michaelis Intermedio tetraédrico Complejo producto
Activicion del H,O Ataque nucleofilico Ruptura del enlace peptidico

Figura 5 Estructura tridimensional de la estructura cristalina del dominio catalitico de MMP-
16 (PDB: 1RM8) y su ciclo catalitico. A) Se muestra el plegamiento conformado por cinco laminas
B (flechas), tres hélices a (cintas en espiral) y los iones metalicos estructurales y cataliticos (Zn2*y
Ca?*). B) Acercamiento y cambio de orientacion del sitio catalitico que muestra los tres residuos de
histidina que participan en la coordinacion tetraédrica del ion Znl y el residuo E247 catalitico. En
amarillo se muestra el asa de especificidad S1°. Estructura tomada de PDB: 1RM8. C) Mecanismo
catalitico dependiente de Zn2* en las metaloproteasas de matriz. El ion Zn2* es coordinado por tres
residuos de histidina del motivo conservado HEXXHXXGXXH. Un residuo de glutamato actia como
base general, activando una molécula de agua que funciona como nucledfilo para atacar el enlace
peptidico del sustrato, dando lugar a su hidrdlisis. Nota: Adaptado de Tallant et al. (2010).
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1.2.9 Regulacién de la actividad de las MMPs por proteinas TIMPs

Debido a su papel central en la remodelacion de la matriz extracelular y la
arquitectura tisular (Tabla 3), la actividad de las metaloproteinasas de matriz
(MMPs) debe mantenerse bajo estricto control. Alteraciones en sus niveles de
expresion, activacion o inhibicion pueden alterar la homeostasis tisular y contribuir
al desarrollo y progresiéon de mudltiples patologias (Tabla 4). En condiciones
fisiologicas, esta regulacion esta mediada principalmente por los inhibidores
tisulares de metaloproteinasas (TIMPs), una familia de proteinas encargada de
modular la actividad proteolitica de las MMPs, asi como de otras metaloproteasas
de la matriz extracelular como las ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) y
ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs)
(Hartland et al., 2017).

La familia de los TIMPs esta constituida por cuatro miembros: TIMP-1, TIMP-
2, TIMP-3 y TIMP-4. Estas proteinas presentan entre 184 y 194 aminoacidos de
longitud y un peso molecular aproximado de 21 kDa. Su principal funcidn consiste
en inhibir la actividad de las MMPs mediante la formaciébn de complejos no
covalentes con una estequiometria 1:1, mediante el bloqueo de todos los subsitios
dentro del surco catalitico de las MMPs (Brew & Batra, 2013)

Aunque todos los TIMPs comparten este mecanismo general de inhibicion cada
miembro exhibe afinidades y especificidades relativas hacia diferentes MMPs,
permitiendo un control selectivo de la actividad proteolitica. Asimismo, su expresion
esta regulada por diversos estimulos extracelulares, que afiade un nivel adicional

de control sobre la remodelacion de la matriz extracelular (Tabla 5).
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Tabla 5 Principales inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) y su especificidad
relativa hacia diferentes MMPs

Caracteristicas principales

MMPs

preferentemente

reguladas

TIMP-1 Inhibidor soluble ampliamente | MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-8,
distribuido. Presenta menor afinidad | MMP-9, MMP-10, MMP-13. Inhibe
por algunas MT- MMPs. débilmente MMP-14 (MT1-MMP).
Forma complejos estables con
proMMP-9. Participa ademas en
procesos de proliferacion y
supervivencia celular.

TIMP-2 Inhibidor universal de numerosas | MMP-2, MMP-9, MMP-13, MMP-
MMPs. Participa en la regulacién de la | 14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-
activacion de pro MMP-2 mediante un | MMP), MMP-16 (MT3-MMP), y
complejo con MT1-MMP. otras MT-MMPs.

TIMP-3 Unico miembro fuertemente asociado A MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
a la matriz extracelular. También inhibe | MMP-13, MMP-14, MMP-15,
proteasas de las familias ADAM y | MMP-16 y MMP-19. Ademas,
ADAMTS. inhibe ADAM17 (TACE) y diversas

ADAMTS.

TIMP-4 Expresion predominante en tejidos | MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14,
cardiovasculares 'y reproductivos. | MMP-26.
Comparte similitud estructural con
TIMP-2
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1.3 Planteamiento del problema
El Cancer representa uno de los principales desafios de salud publica a nivel

mundial debido a su elevada incidencia, prevalencia y mortalidad. De acuerdo con
las estimaciones mas recientes de la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC), durante 2022 se registraron aproximadamente 20 millones
de nuevos casos de cancer en todo el mundo, lo que refleja una elevada incidencia
de la enfermedad, mientras que cerca de 9.7 millones de personas fallecieron por
esta misma causa (IARC, 2022). Asimismo, se estima que mas de 53 millones de
individuos vivian con un diagnéstico de cancer dentro de los cinco afios posteriores

a su deteccion, evidenciando la alta prevalencia de esta patologia nivel global.

A pesar de los importantes avances en el diagnéstico temprano, la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia, las terapias dirigidas y la inmunoterapia, la mortalidad
asociada al cancer continta siento elevada. Diversos estudios han demostrado que
aproximadamente el 90% de las muertes relacionadas con cancer no son
consecuencia del tumor primario, sino del desarrollo de metastasis (Bray et al.,
2018). Este proceso implica la diseminacion de células tumorales desde el sitio
original hacia 6rganos distantes, donde establecen tumores secundarios capaces
de comprometer funciones fisioldgicas esenciales. Debido a ello, la presencia de
metastasis constituye uno de los principales indicadores de mal prondéstico y una de

las mayores limitaciones para el éxito terapéutico.

La metastasis en un fendmeno biolégico complejo que involucra multiples etapas
coordinadas, incluyendo la pérdida de adhesion celular, la degradacion de la
membrana basal y de la matriz extracelular, la invasion de tejidos circundantes, la
intravasacion a vasos sanguineos o linfaticos, la supervivencia en circulacion, la
extravasacion y, finalmente, la colonizacién de 6rganos distantes. Para llevar a cabo
estos procesos, las células tumorales deben adquirir capacidades invasivas que les
permiten remodelar activamente su microambiente y superar diversas barreras
bioldgicas. En este contexto, la degradacion de la matriz extracelular constituye un
factor clave en la progresion tumoral y la formacion de metastasis (Mustafa et al.,
2022).
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Entre los principales reguladores de la remodelacion de la MEC como ya se
menciond, estan las MMPs, ademas de su funcion proteolitica, estas enzimas
participan en la regulacién de factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesidon celular, influyendo en procesos fundamentales como
proliferacion, migracion, invasion, angiogénesis, inflamacion y transicion epitelio-

mesénquima.

La actividad de las MMPs se encuentra regulada por diversas vias de
sefalizacion intracelular, incluyendo MAPK/ERK, PI3K/Akt, NF-kB, JAK/ATAT y
TGF-B, las cuales son frecuentemente alteradas durante la progresion tumoral. La
activacion de estas rutas promueve la expresién de genes asociados con invasion
y metéastasis, favoreciendo la adquisicion de fenotipos celulares més agresivos. En
particular, se ha observado que la sobreexpresion de diversas MMPs se
correlaciona con una mayor capacidad metastatica, resistencia terapéutica y una

disminucion en la supervivencia de los pacientes.

Numerosos estudios han demostrado que la sobreexpresion de distintas
MMPs se asocia con una mayor agresividad tumoral y una reduccion en la
supervivencia de los pacientes. MMP-2 y MMP-9 participan en la degradacion de
membranas basales favorecen la invasion tumoral, mientras que MMP-7 facilita la
pérdida de adhesion celular mediante el procesamiento de E- cadherina (Gonzalez-
Avila, et al., 2019).

Dentro de esta familia, las metaloproteasas de tipo membrana (MT. MMPS)
han adquirido especial relevancia debido a su localizacién en la superficie celular y
a su participacion directa en la degradacion localizada de la matriz extracelular.
Estas enzimas intervienen en la formacién de invadopodios, estructuras
especializadas que permiten la invasion tisular y la migracion celular (como MMP-
14 o MT1-MMP). Asimismo, participan en la activacion de otras metaloproteinasas
pro-MMP-2 y en la modulacién de multiples vias de sefializacion implicadas en la

progresion tumoral.

La importancia biolégica y clinica de las MMPs ha impulsado su estudio como

posibles blancos terapéuticos. Sin embargo, los inhibidores desarrollados hasta
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ahora han mostrado resultados limitados debido a problemas de especificidad y
toxicidad sistémica. Recientemente, el desarrollo de sistemas de liberacion dirigida
basados en sistemas de nanoliberacion dirigidos (nanodelivery systems), los cuales
aprovechan la sobreexpresion de MMPs en el microambiente tumoral para liberar
de manera especifica, farmacos, moléculas terapéuticas Unicamente en el sitio
tumoral. No obstante, el éxito de estas estrategias depende de una comprension
mas profunda de la estructura, regulacién y funcion de las diferentes MMPs, cuyo
papel en la progresién tumoral continda siendo objeto de intensa investigacion
(Mustafa et al., 2022).

En este contexto, resulta fundamental profundizar en el estudio de
metaloproteinasas especificas, como MMP16, una enzima del grupo de las MT-
MMPs, asociada a procesos de remodelacion de la matriz extracelular, invasion
celular y progresion tumoral. La caracterizacion de los determinantes estructurales
y funcionales que regulan su actividad permitira ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares inmplicados en la metéstasis y contribuira al desarrollo

futuro de estrategias terapéuticas mas selectivas y efectivas.
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1.4 Antecedentes de estudio

Los estudios realizados sobre MMP16 se han centrado principalmente en
comprender las caracteristicas estructurales y funcionales de su sitio catalitico. Uno
de los primeros trabajos enfocados en la caracterizacion bioquimica de esta
metaloproteasa fue realizado por Shimada et al. (1999), lo que constituyé una de
las primeras evidencias experimentales sobre la funcion catalitica de MMP16.
Posteriormente, Lang et al. (2004) resolvieron la estructura cristalografica del
dominio catalitico de MMP16, identificando caracteristicas estructurales distintivas
de las metaloproteasas de tipo membrana (MT-MMPSs) particularmente en la
conformacion del bolsillo de especificidad S1y en regiones superficiales cercanas
al sitio activo involucradas en el reconocimiento de sustratos y la selectividad
catalitica. Estas variaciones se han asociado con cambios en la selectividad de
sustrato y en el reconocimiento de inhibidores, sugiriendo que el bucle podria
desempefiar un papel importante en la regulaciéon de la actividad enzimatica (Gomis-
Ruth, 2009).

Diversos estudios sobre metaloproteasas de matriz han demostrado que,
ademas de los residuos que conforman directamente el motivo catalitico, existen
aminoacidos conservados que contribuyen a la estabilidad estructural del sitio activo
y al correcto posicionamiento de los sustratos durante la catélisis. Las alteraciones
en estos residuos pueden modificar la geometria del sitio activo y reducir
significativamente la actividad enzimatica, incluso cuando no forman parte directa

del motivo catalitico.

Funcionalmente, MMP16 participa en la degradacion de diversos
componentes de la matriz extracelular, incluyendo, colageno tipo I, Il y V,
fibronectina y gelatina (Fig. 6). Asimismo, puede contribuir a la activacién de otras
metaloproteasas (proMMP-2), amplificando la capacidad proteolitica del entorno
pericelular (Fang et al., 2013). Procesos fundamentales tanto en condiciones

fisiol6gicas como en diversas patologias (Itoh, 2015).
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Estructura de los coldgenos

Los colagenos son proteinas fibrilares que proporcionan resistencia y estructura a la matriz extracelular.

Tipos de colageno
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Estructura de la fibronectina
La fibronectina es una glicoproteina dimérica que participa en la adhesion celular, migracién y organizacién de la matriz extracelular.

Molécula de fibronectina Fibronectina en la matriz extracelular
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MMP16 puede degradar colagenos (tipos |, Il y V) y fibronectina, componentes clave de la matriz extracelular.

Figura 6. Estructura de colagenos y fibronectina como componentes de la matriz extracelular.
El coldgeno forma estructuras fibrilares de triple hélice formada por tres cadenas polipeptidicas, que
se ensamblan en fibrillas y fibras proporcionando resistencia y soporte estructural a la MEC. Los
tipos de coladgeno |, 11l y V son componentes clave en tejidos conectivos y constituyen sustratos
importantes para la actividad proteolitica de las metaloproteasas de matriz. Mientras que, la
fibronectina es una glicoproteina dimérica formada por multiples dominios funcionales que permiten
su interaccién con integrinas, coladgeno y otros componentes de la MEC, esta proteina desempefia
un papel fundamental en la adhesion celular, migraciéon y organizacién de la matriz extracelular.
Ambas moléculas representan sustratos relevantes para MMP16, cuya actividad contribuye a la
degradacion y remodelacion de la MEC en procesos fisiol6gicos y patol6gicos (Shoulders & Raines,
2009; Pankov & Yamada, 2002).

Ademas de su participacion en la remodelacion de la matriz extracelular, MMP16 se
ha asociado con diversos procesos relacionados con progresion tumoral. La
degradacion localizada de componentes de la matriz y la activacion de otras
proteasas favorecen la migracion celular, la invasion tisular y la formacion de
metastasis (Fig. 7). Estudios recientes han demostrado que las metaloproteasas de

tipo membrana también pueden modular procesos de sefalizacion celular.

Una vez sintetizada, MMP16 es activada por convertasas tipo furina mediante el

reconocimiento de una secuencia consenso (RX[K/R]JR) localizada en su
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propéptido. Este procesamiento ocurre durante su transito por el aparato de Golgi y
permite que MMP16 puede ser transportada hacia la superficie celular ya en una
conformacion cataliticamente activa, lo cual representa una ventaja funcional al
permitir una respuesta proteolitica rapida y localizada en regiones especificas de

interaccion célula-matriz (Seiki, 1999).

1. Degradacion de la matriz
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Figura 7 Contexto celular de la actividad de MMP16 en la remodelacion de la MEC.
Representacion esquematica de MMP16 en el microambiente celular. Participa en la degradacién de
componentes de la MEC y la activacién de otras proteasas, favoreciendo procesos como migracion
celular e invasién tumoral incluyendo la activacion de porMMP-2 en la superficie celular.

Los analisis transcriptomicos y protedmicos indican que MMP16 presenta
una expresion diferencial entre tejidos y tipos de cancer. Datos del Human Protein
Atlas reportan niveles elevados de expresion en melanoma, glioma, ovario, testiculo

y tiroides, mientras que otros tumores presentan una expresion baja o indetectable
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(Fig. 8). Esta distribucion sugiere que la participacion de MMP16 en la progresion
tumoral depende del contexto bioldgico especifico de cada neoplasia; sin embargo,
Su asociacion con procesos invasivos la posiciona como un posible biomarcador de

agresividad tumoral y una potencial diana terapéutica.
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Figura 8 Expresion de MMP16 en distintos tipos de cancer (Human Protein Atlas). Los
melanomas, asi como los canceres de ovario, testiculo y tiroides, mostraron positividad
citoplasmatica de moderada a fuerte. Los demas tipos de cancer generalmente mostraron tincion
débil o fueron negativos.

La mutagénesis dirigida constituye una de las herramientas mas utilizadas
para investigar la relaciébn entre estructura y funcién en proteinas. Mediante la
sustitucion especifica de aminoéacidos, es posible evaluar la contribucion individual
de residuos conservados a procesos como catalisis, el reconocimiento de sustratos,
la estabilidad conformacional y la regulacion estructural. En las MMPs, esta
estrategia ha permitido identificar elementos moleculares involucrados en la

coordinacion del ion Zn?*, la activacion catalitica y la especificidad de sustrato.

En el presente trabajo se emplearon dos variantes mutantes de MMP16 con
objetivos funcionales complementarios. La variante E247A fue disefiada para abolir
la actividad catalitica mediante la sustitucién del residuo de glutamato que activa la
molécula de agua, directamente implicada en la hidrolisis del enlace peptidico.
Debido a que este residuo forma parte del mecanismo catalitico conservado de las

metaloproteasas, su sustitucion por alanina genera una variante cataliticamente
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inactiva que puede utilizarse como control funcional para evaluar procesos

dependientes de la actividad proteolitica.

Por otro lado, la mutacion Dg:A fue disefiada para evaluar la contribucién de un
residuo altamente conservado cercano al sitio activo de MMP16. Asps: se encuentra fuera
del motivo catalitico candnico; sin embargo, forma parte de la esfera de coordinacion de un
segundo ion Zn2*, que también est& coordinado por dos residuos de histidina. Debido a la
naturaleza quimica de su cadena lateral cargada negativamente, este residuo podria
participar tanto en la estabilizaciéon del ion metélico como en el establecimiento de
interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno que contribuyan al mantenimiento de
la arquitectura tridimensional de la proteina.

Desde el punto de vista estructural, este segundo sitio de unién a Zn?* se localiza
en una region conformada por la lamina B integrada por las hebras B3, B4 y B5, asi como por
el asa que conecta las hebras B3 y B4 (Fig. 5). Una caracteristica notable de esta region es la
disposicién de dicho loop, cuya geometria sugiere la posible existencia de movimientos
conformacionales asociados a mecanismos de apertura y cierre. Esta observacion plantea
la hipotesis de que el sitio podria desempefiar una funcién adicional a la meramente
estructural e, incluso, participar en procesos relacionados con el reconocimiento de

sustratos o con la actividad catalitica de la enzima.

La relevancia de Asps; se ve reforzada por estudios realizados en distintos miembros
de la familia de las MMPs, en los que se ha demostrado que residuos de acido aspartico
conservados pueden contribuir indirectamente a la correcta orientacion de elementos
estructurales involucrados en la coordinacion de iones Zn2* y en la preservacion de la
integridad del dominio catalitico. En este contexto, la generacién de la variante Dg A
permitira evaluar experimentalmente si Asps: participa en el mantenimiento de la
arquitectura funcional de MMP16 y determinar su contribucién a la estabilidad estructural,

la actividad enzimatica y el reconocimiento de sustratos.

En este sentido, el analisis de como las mutantes cataliticas como E247A y
Ds1A constituye una estrategia Gtil para evaluar el impacto de estos residuos sobre
la actividad enzimatica, la estabilidad estructural, la autoprotedlisis y la sensibilidad
a inhibidores, aportando informacion relevante para el desarrollo de inhibidores

selectivos (Tallant et al., 2010).
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Como antecedente directo del presente trabajo, una parte fundamental
proviene de la investigacion realizada por Santiago-Rubio (2018), quien logré la
sobreexpresion, la purificacion y la caracterizacion bioquimica del dominio catalitico
de la MMP16 humana. En dicho estudio se estableci6 la estrategia inicial para la
obtencion de la enzima recombinante mediante expresion en Escherichia coli,
seguida de procesos de purificacion cromatografica que permitieron recuperar
proteina en cantidades suficientes para su analisis estructural y funcional (Santiago-
Rubio, 2018).

Los resultados obtenidos demostraron que la proteina conserva actividad de
autoprocesamiento como en presencia de un sustrato modificado. Estos hallazgos
evidenciaron que la region catalitica mantiene su funcionalidad incluso en ausencia de los
demés dominios de la proteina. Sin embargo, la elevada actividad de la enzima también
provocd una degradaciéon progresiva de las muestras, comprometiendo su estabilidad y

limitando la realizacion de estudios estructurales y funcionales méas exhaustivos.

A partir de estas observaciones surge el presente trabajo, en el que se
plantea la generacion de las variantes E247A y D81A con el propésito de evaluar la
contribucion de estos residuos a la actividad y estabilidad de MMP16. En particular,
se busca determinar si dichas mutaciones permiten obtener proteinas mas estables
y adecuadas para su caracterizacion bioquimica y estructural. Asimismo, este
estudio pretende establecer las bases experimentales para futuras investigaciones
orientadas a la identificacion de ligandos con actividad inhibitoria y al andlisis de los

mecanismos moleculares que regulan la funcion de la MMP16.
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2. Justificacion

A pesar de los avances en la comprension del mecanismo catalitico de las
metaloproteasas de matriz (MMPSs), aln persisten vacios importantes respecto de
los detalles estructurales y funcionales especificos de algunas enzimas particulares,
como la MMP16 (MT3-MMP). En general, las MMPs son endopeptidasas
dependientes de Zn?* que participan en la degradacién y remodelacion de la matriz
extracelular, desempefiando un papel fundamental en procesos fisioldgicos y
patolégicos como la migracion celular, la angiogénesis y la progresién tumoral
(Nagase, et al., 2006).

En el caso especifico de las metaloproteasas tipo membrana (MT-MMPSs), su
localizacion en la superficie celular les confiere una funcion clave en la remodelacion
del microambiente pericelular y en la activacion de otras MMPs, como proMMP-2
(Itoh, 2015). Sin embargo, a pesar de su relevancia bioldgica, la caracterizacion
estructural y funcional detallada de MMP16 continda siendo limitada en
comparacion con otras MMPs ampliamente estudiadas.

Uno de los aspectos menos comprendidos en MMP16 es la naturaleza y
funcion de los sitios de unién a Zn?*. Estudios previos sugirieron la posible existencia
de un segundo sitio de union metalica con implicaciones cataliticas (Itoh et al.,
1999); no obstante, andlisis estructurales posteriores han propuesto que este sitio
podria desempefiar principalmente un papel estructural o regulador, mas que
catalitico (Gomis-Rith, 2009). A pesar de estas observaciones, la evidencia

experimental directa sobre la funcion de este sitio en MMP16 sigue siendo limitada.

La actividad catalitica de las MMPs depende criticamente de la conservacion
de residuos clave en el sitio activo. En particular, el residuo de glutamato presente
en el motivo conservado HEXXH actia como base general en la activacién de la
molécula de agua nucleofilica, mientras que otros residuos &cidos, como el
aspartato, contribuyen a la estabilizacion del entorno catalitico y a la coordinacion
de iones metdlicos. La alteracion de estos residuos mediante mutagénesis ha
demostrado afectar significativamente la actividad enzimatica, modificando la

geometria del sitio activo y la eficiencia catalitica (Whittaker et al., 1999).
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En este contexto, resulta relevante evaluar el papel especifico de residuos
acidos, como glutamato (Glu) y aspartato (Asp), en MMP16, dado que su carga
negativa a pH fisiol6gico puede ser determinante tanto para la coordinacion del Zn?*
como para el mantenimiento de la arquitectura del sitio activo. Para ello, en el
presenta trabajo se empled una estrategia de mutagénesis dirigida, sustituyendo
dichos residuos por alanina (Ala), un aminoacido pequefio y neutro que permite
eliminar selectivamente la carga sin alterar de manera significativa la estructura

global de la proteina, (E247A y DsiA).

Adicionalmente, se evaluaron la actividad enzimética y el comportamiento
autoproteolitico de MMP16 en presencia del inhibidor Batimastat, un inhibidor de
amplio espectro que actlla mediante la quelacion del Zn?* catalitico. El uso de este
compuesto permite analizar la relacion entre la integridad del sitio activo, la actividad
enzimatica y la sensibilidad a inhibidores, lo cual es relevante en el contexto del

desarrollo de estrategias terapéuticas (Zhan et al., 2020).

Asimismo, estudios recientes han destacado la importancia de desarrollar
inhibidores mas selectivos de MMPs, debido a los efectos adversos asociados con
inhibidores de amplio espectro, lo que resalta la necesidad de comprender con
mayor precision los determinantes estructurales de cada enzima en particular (Hayn
et al., 2023).

De esta manera, la relevancia de este trabajo radica en que contribuye al
entendimiento de la relacion estructura- funcién en el dominio catalitico (dcMMP16),
proporcionando evidencia experimental sobre el papel de residuos cataliticos en la
regulacion de su actividad autoproteolitica y estado oligomérico, mediante el andlisis
de variantes mutadas en residuos cataliticos clave. Este enfoque permitira
profundizar en la comprension de su funcion bioldgica, y como base para el disefio
racional de inhibidores selectivos, con potencial aplicacion en enfermedades donde

las MMPs desempefian un papel clave, como el cancer y procesos inflamatorios.

32



Pregunta de investigacion
¢ Las mutaciones en residuos clave en el dominio catalitico de MMP16 afectan su

actividad enzimatica, su autoprotedlisis y su estado oligomérico?

3. Hipotesis
Las mutaciones E247A y DsiA en el dominio catalitico de MMP16 reducen su

actividad autoproteolitica y alteran su estado oligomérico.

4. Objetivo general

Obtener, expresar y purificar el dominio catalitico de la MMP16 en su forma silvestre,
y en las mutantes E247A y DsiA, para determinar su efecto sobre la actividad

enzimatica autoproteolitica y el estado oligomérico.

4.1 Objetivos especificos

1. Expresar los dominios cataliticos de MMP16 en su forma silvestre y en las
mutantes E247A y Ds1A en un sistema de expresion bacteriano.

2. Purificar los dominios cataliticos de MMP16 en su forma silvestre y en sus
respectivas mutantes E247A y DsiA.

3. Determinar el impacto de las mutaciones E247A y DsiA sobre las
caracteristicas estructurales del dominio catalitico de la MMP16.

4. Determinar el efecto de las mutaciones E247A y DsiA en la actividad

autoproteolitica de la MMP16.
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5. Materiales y métodos.

A continuacién se describe la metodologia empleada para alcanzar los objetivos
experimentales del presente trabajo, incluyendo la expresion, purificacion y andlisis
funcional de la metaloproteasa MMP16 tipo silvestre y sus variantes mutadas E247A
y Ds1A (Fig. 9).

Disefio y mutagénesis Transformacion Cultivo e Induccién
E. coli
PET27b(+) gy, s L0
SO
E~A D~A > = @D == & PG
BL21(0E3) ﬁ
Lisis por Sonicacién Cromatografia de Afinidad (Ni?*)
’) Desalado
SEC
Andlisis en SDS-PAGE
Ensayo de Autoprotedlisis Inhibicién con Batimastat

Zn%* Ca2+
S 1 8 L ]| E
N § Bat|mastat

Figura 9 Esquema general de la estrategia experimental empleada en este estudio. Esquema general de la estrategia
experimental empleada en este estudio. Se muestran el disefio y la mutagénesis del plasmido pET27b(+) para generar las
mutantes E247A y D81A de MMP16, seguidos de su transformacion en Escherichia coli BL21(DE3), expresion inducida con
IPTG, lisis celular mediante sonicacion, purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni2*, desalado y cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC), andlisis por SDS-PAGE y evaluacién de la actividad mediante ensayos de autoprotedlisis e
inhibicién con batimastat.

5.1Disefio y construccion

Se utilizé un vector derivado de pET27b (+) que contiene la region catalitica
de la metaloproteasa MMP16, fusionada a una etiqueta His6 para facilitar su

purificacion mediante cromatografia de afinidad (fig.10)

Las variantes mutantes E247A y DsiA fueron generadas mediante
mutagénesis dirigida, sustituyendo los residuos cataliticos correspondientes por

alanina con el fin de evaluar su papel en la actividad autoproteolitica y estado
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oligomérico. Las secuencias completas utilizadas para los analisis se presentan en
el Anexo A.

Los plasmidos recombinantes fueron transformados en células competentes

de E. coli BL21 (DE3) para la expresion heteréloga de las proteinas recombinantes.
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Figura 10 Esquema del vector peT27b+. Mapa del vector de expresién pET-27b(+) (5414 pb) utilizado parala clonacion
y laexpresion recombinante de MMP16. Se muestran los principales elementos del plasmido, incluyendo el promotor
T7, el sitio de clonacién multiple (MCS), la etiqueta 6xHis, el origen de replicacion (ori), el gen de resistencia a
kanamicina (KanR) y los principales sitios de restriccion.

5.2Cultivo bacteriano y optimizacién de la expresion recombinante.
5.2.1 Preinéculo.

Las construcciones plasmidicas fueron introducidas en E. coli mediante
transformacién quimica, posteriormente las células transformadas se sembraron en
placas de agar LB Agar suplementado con kanamicina a una concentracion de 100
pg/ml y se incubaron a 37 °C durante 12 horas. Posteriormente, se seleccionaron
colonias individuales y se inocularon en 5 ml de medio liquido 2xYT (Sigma-Aldrich),
suplementado con kanamicina (100 pg/ml). Los cultivos se incubaron con las

colonias de tipo silvestre, E247A y Ds1A a 37 °C con agitacion constante (150 rpm)
durante 12 horas.
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5.2.2 Inéculo y monitoreo de crecimiento.

Los preinéculos fueron utilizados para inocular 500 ml de medio 2xYT
/kanamicina (100 pg/ml) previamente esterilizado. Los cultivos fueron incubados a
37 °C, 150 rpm. El crecimiento celular fue monitoreado mediante mediciones de
absorbancia a 600 nm, en alicuotas de 1 ml en cubetas plasticas desechable cada
hora, utilizando un espectrofotometro UV/Vis (Ultrospec2100 pro), de la unidad de
prote6mica médica del INMEGEN, hasta alcanzar su fase logaritmica de una ODeoo

entre 0.8 y 1.0, como medio blanco, se utilizé el 2xYT estéril.

Posteriormente se elaboraron curvas de crecimiento independientes para
cada variante (Fig. 16). Al finalizar la medicion, las muestras, incluyendo las cubetas,
se descartaron en vaso de precipitado conteniendo una solucion de hipoclorito de
sodio. Se dej6 reposar el contenido del vaso por 30 minutos y luego se desechéd

adecuadamente.

5.2.3 Induccién con IPTG.

Una vez alcanzada la densidad deseada, la expresion de la proteina
recombinante se indujo mediante la adicion de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracion final de 1mM, segun protocolos ampliamente
reportados para sistemas pET en E. coli, permitiendo una induccion eficiente del
promotor T7. Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente (~25 °C), con
agitaciéon constante. Se tomaron alicuotas cada 2 horas postinduccién, hasta
completar 8 horas. Cada muestra (50 ml) se centrifug6 a 5,500 rpm por 15 min, se
descarto el sobrenadante y las pastillas celulares se almacenaron a -70 °C hasta su
procesamiento. Una muestra previa a la induccién se conservé como control

negativo.

5.2.4 Preparacion de lisado y analisis por SDS- PAGE.
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Las pastillas celulares fueron resuspendidas en 500 pl de amortiguador de
lisis (Buffer A), compuesto por Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 25 mM,
Betaina 250 mM, pH 7.5.

La suspension celular fue sometida a sonicacion en ciclos controlados
(pulsos de 30 s y 1 minuto de descanso), hasta que la muestra se aclaro.
Posteriormente, el lisado celular se centrifug6 a 14,000 rpm durante 25 minutos a 4
°C para separar las fracciones solubles e insolubles. El sobrenadante fue
recuperado para su purificacion y se analizaron mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), en condiciones reductoras.

5.2.5 Expresiéon con condiciones optimizadas y lisis bacteriana por

sonicacion.

Una vez determinadas las condiciones optimas de expresién para cada
variante, se repitieron los cultivos a gran escala (1 L en medio 2xYT suplementado
con kanamicina). Tras la induccion con IPTG, las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 5,500 rpm por 15 minutos y posteriormente por 10 minutos
adicionales a 4 °C. Las pastillas celulares obtenidas se resuspendieron

cuidadosamente en Buffer A.

La lisis celular se realiz6 mediante sonicacion automatica, con 30 segundos
por 1 minuto de descanso, manteniendo la muestra en hielo durante todo el
procedimiento. La sonicacion se prolong6 hasta observar una disminucion en la
turbidez del lisado. Posteriormente, el lisado fue centrifugado a 16,000 rpm por 40
minutos a 4 °C en una ultracentrifuga. El sobrenadante fue filtrado mediante una

jeringa y un filtro de 0.45 um y se reservo para las etapas de purificacion
5.3Purificacion

La purificacion de la proteina se realiz6 a través de una estrategia secuencial
que incluyé la cromatografia de afinidad a niquel, desalado, y cromatografia por

exclusién molecular, con el objetivo de obtener una muestra homogénea y funcional.

5.3.1 Purificacion por afinidad a niquel.
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Inicialmente, el sobrenadante soluble previamente filtrado, fue sometido a
cromatografia de afinidad a niquel utilizando una columna HisTrap FF 5 ml, (GE
Healthcare) en sistema AKTA Start, permitiendo la interaccion especifica entre la
etiqueta Hiss de la proteina recombinante y los iones Ni?* inmovilizados en la matriz.
Para esto, se utilizaron amortiguadores previamente filtrados (0.22 pum) y
desgasificados: un amortiguador de equilibrio y lavado compuesto por Tris-HCI 50
mM, NaCl 300 mM, Imidazol 25 mM, Betaina 250 mM ajustado a pH 7.5 (Buffer A),
y un amortiguador de elucion que contenia imidazol 500mM y Betaina 50 mM, a un
pH 7.5 (Buffer B).

La columna se equilibré con 5 volimenes de columna (CV) de Buffer A, a un
flujo constante de 1 ml/ min. Posteriormente, la muestra fue cargada sobre la
columna bajo las mismas condiciones de flujo, permitiendo la retencion de las
proteinas. Una vez concluida la carga, se realizé un lavado exhaustivo con 15 CV
de Buffer A con la finalidad de eliminar proteinas unidas de forma inespecifica y

estabilizar la linea basal de absorbancia.

La elucion de la proteina se efectué mediante un gradiente escalonado de
imidazol de Buffer B, incrementando secuencialmente la concentracion de imidazol
hasta alcanzar concentraciones 15%, 35%, 50% y 100% del amortiguador de
elucién. Durante este proceso se recolectaron fracciones de 5 ml, monitoreando
continuamente la absorbancia a 280 nm para identificar los picos correspondientes

a las proteinas eluidas.

Las fracciones con mayor absorbancia, correspondientes a los picos
principales, particularmente aquella eluidas durante el primer escal6n de Buffer B al
15% , fueron analizadas por SDS-PAGE para corroborar la presencia de la proteina
de interés. Por ultimo, las fracciones seleccionadas se reconcentraron mediante
dispositivos de ultrafiltracion por centrifugacion (3700 rpm, 15 minutos, 4°C), para

pasos posteriores.

5.3.3 Desalado

Posteriormente, las muestras obtenidas se sometieron a un proceso de

desalado para eliminar el imidazol residual y realizar el intercambio hacia un
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amortiguador compatible para etapas posteriores. Para ello se us6 una columna
HiPrep 26/10 Desalting (Ge Healthcare), previamente equilibrada con tres
voliumenes de columna de amortiguador de intercambio compuesto por Tris 10 mM
y NaCl 10 mM, a un flujo de 2.5 ml/ min. Una vez equilibrada la columna, las
muestras fueron cargadas manualmente a un flujo de 1.0 ml/ min, recolectandose
fracciones de 5 ml correspondientes al volumen de elucién de cada muestra. Las
fracciones obtenidas fueron concentradas nuevamente bajo las mismas condiciones
previamente descritas. Como resultado, se obtuvieron volimenes finales entre 7-8
ml, para las variantes silvestre y E247A respectivamente, mientras que para la

variante Ds1A se recuperd volumen final cercano a 5 ml.
5.3.3 Cromatografia por exclusion molecular (SEC).

Como etapa final de purificacion, las muestras fueron sometidas a
cromatografia de exclusion molecular (SEC) para evaluar su estado oligomérico
aparente y el grado de homogeneidad en solucién. Para ello, se utilizé una columna
HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR (GE HEalthcare), previamente equilibrada con
un amortiguador compuesto por Tris 10 MMy NaCl 10 mM a pH 7.5. La equilibracién
de la columna se realiz6 durante 12 horas a un flujo constante de 0.5 ml
/min. Posteriormente, se inyectaron 5 ml de muestra previamente filtrada (0.22 um),
y la elucion se llevo a cabo en condiciones isocréaticas utilizando un volumen de
columna. Las fracciones recolectadas fueron analizadas por SDS-PAGE para
evaluar su pureza, y aquellas con mayor homogeneidad se reconcentraron y se
sometieron a una segunda ronda de cromatografia de exclusion molecular (SEC)
con la finalidad de mejorar la uniformidad de la muestra eliminar poblaciones
proteicas residuales, este procedimiento se realiz6 para las variantes silvestre y

E247A, con excepcion de la variante Ds1A.

Durante todo el proceso, el sistema fue monitoreado mediante el software
Unicorn, registrando parametros como presion, conductividad y absorbancia en

tiempo real, lo que permitio evaluar la eficiencia de cada etapa de purificacion.
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5.3.3.1 Calculo de lamasa molecular del dcMMP16 silvestre y mutante E247A

mediante cromatografia de exclusion molecular.

Con los tiempos de retencion de cada pico correspondientes a MMP16
silvestre y a la mutante E247A, obtenidos mediante cromatografia de exclusion por
tamafo (SEC), se estimé su peso molecular de cada proteina. Para ello,
previamente se construyé una curva de calibracién de la columna empleando
proteinas estandar de masa molecular conocida: citocromo (12 kDa), mioglobina
(17 kDa), peroxidasa (44 kDa) y albumina (130 kDa).

El volumen de elucion maximo (Ve) de cada pico se utilizé para calcular el

coeficiente de particion (Kav) mediante la siguiente ecuacion:

« Ve corresponde al volumen de retencion especifico de la molécula de interés.
e V, corresponde a el volumen muerto de la columna, el cual se define como
el volumen externo al poro de matriz.

e« V0@ es el volumen total accesible al solvente, definido como la suma del

Con los valores de Kav de las proteinas calibrantes, se construyd una gréfica
en la que se representd Kav en funcién del logaritmo de la masa molecular teérica.
A partir del ajuste lineal de estos datos, se obtuvo la ecuacién de la recta, la cual se
empled para interpolar los valores de Kav de la proteina silvestre y de la mutante

E247A, permitiendo asi determinar su masa molecular experimental.

5.3.3.2 Cuantificacion de proteinas

e Determinacion de la concentracion proteica mediante absorbancia a
280 nm.

La concentracion de las proteinas purificadas se determind mediante

espectrofotometria UV utilizando un espectrofotémetro UV/Vis (Ultrospec2100 pro),
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de la unidad de protedmica meédica del INMEGEN. La absorbancia fue registrada a
280 nm, una longitud de onda en la que los residuos arométicos presentes en las

proteinas absorben radiacién ultravioleta.

La concentracion teorica de las proteinas se estimé6 mediante la herramienta
informatica Protein Concentration Calculator-A280, de Thermo Fisher Scientifica, la
cual utiliza la composicion de aminoacidos de la proteina y la ley de Beer- Lambert
A = ¢lc donde A corresponde a la absorbancia medida a 280 nm, ¢ al coeficiente de
extincion molar de la proteina (Mtcm™), [ a la longitud del paso 6ptico (cm)y c a la

., . .z A
concentracion molar (M). Despejando la concentracion: ¢ = —
sl

e Determinacién del coeficiente de extincién molar

El coeficiente de extincion molar (€) de dcMMP16 silvestre y la mutante E247A
se estimo a partir de sus secuencias utilizando la herramienta informética ProtParam
del servidor ExXPASYy. Esta herramienta calcula el coeficiente de extincion teérico
considerando la contribucion de los residuos aromaticos triptéfano (Trp), tirosina
(Tyr) y los puentes disulfuro formados por residuos de cisteina (Cys), los cuales
absorben radiacion ultravioleta a 280 nm. El valor obtenido permite estimar la
concentracion proteica mediante espectrofotometria aplicando la ley de Beer-

Lambert.

Adicionalmente, se determind el peso molecular teérico de cada construccion para
convertir la concentracion molar obtenida a unidades de masa por volumen (mg/ml)
(Tabla 6).

Tabla 6 Coeficiente de extincion molar teérico.

Peso molecular (Da)  Coeficiente de extincion molar (M-

Proteina dcMMP16 lcm)
Silvestre 20190.24 26930
E247A 20132.21 26930
Ds1A 20146.23 26930
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5.4.1 Evaluacion de la actividad autoproteolitica.

Se evalud la capacidad de autoprotedlisis de las muestras purificadas
(silvestre y E247A) en presencia de cofactores metalicos y como indicio indirecto de
su actividad enziméatica se preparé una muestra de enzima a una concentracion de
0.15 mg/ml en buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH= 7.5) y se le agrego el
volumen necesario a partir de un stock de ZnSO4 1mM/CaCl. 625mM; para
determinar el tiempo en el que se muestra dicha actividad se monitoreo durante 24
h y 48 h posteriores a la adicion de sus cofactores y se incubo a 4 °C. Posterior a
los tiempos de incubacion se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida y

tinciéon con Azul de Coomassie.

5.4.2 Inhibiciéon con Batimastat.

Para determinar la capacidad de inhibicién y concentracion de Batimastat de
la actividad autoproteolitica, una muestra de enzima (silvestre y E247A), fue llevada
a una concentracion de 0.15 mg/ ml en buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=
7.5) y puesta en presencia de una concentracion de 5uM de Batimastat (Sigma
Aldrich) (Santiago Rubio, 2018) resuspendido en Dimetilsulféxido (DMSQO) absoluto
[3mM]. Después de 24 y 48 horas de incubacién a 4 °C sin agitacion, se una
electroforesis en gel de poliacrilamida y tincién con Azul de Coomassie.
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6 RESULTADOS

Sobrexpresion de las proteinas recombinantes del dominio catalitico de
MMP16 silvestre y mutantes E247A y DsiA

Para determinar si las bacterias transformadas con las construcciones de
MMP16 afectan su crecimiento, se siguio la densidad éptica a 600 nm (DOeoo)
durante 24 horas (ver anexo, Tabla Al). Las curvas de crecimiento obtenidas
mostraron diferencias en la cinética de crecimiento entre las variantes (Fig. 11).
Durante las primeras horas de cultivo (0-4 h), las tres variantes se mantienen en
fase latente de crecimiento, en la que las bacterias inician una adaptacion
metabdlica previa al inicio de la division celular la cual es exponencial, que comienza

a partir de las 5-6 horas.

Curvas de crecimiento

1.2

0.8

0.6

0D 600

0.4

0.2
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Figura 11. Curvas de crecimiento de las cepas silvestres (E. coli BL21), D81A (D-A) y E247A
(E-A) monitoreadas a 600 nm durante la induccién con IPTG (1 mM). La tasa especifica de
crecimiento () se calculd a partir de la fase exponencial, utilizando los intervalos de 4—7 h para la
cepa silvestre, 5-9 h para D81A y 5-8 h para E247A, seleccionados mediante la inspeccién de las
curvas.

La cepa silvestre mostroO un crecimiento mas acelerado durante la fase

exponencial alcanzando DO de ~0.5 a las 6 horas de crecimiento en comparacion
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con las mutantes, que iniciaron su crecimiento exponencial una hora después de la
silvestre. Para cuantificar estas diferencias se calcul6 la tasa especifica de
crecimiento (u) utilizando los valores de DOesoo correspondientes a la fase

exponencial mediante la ecuacion:

[In(OD2) — In(OD1)]

"o (t2 — t1)

Este parametro permite cuantificar la velocidad de proliferacion celular y
comparar el desempefio de las variantes, valores altos de u indican crecimiento

rapido y los valores bajos crecimiento lento.

Para la tasa especifica de crecimiento u, se utilizé unicamente los intervalos
correspondientes a la fase exponencial de cada variante. Para silvestre se considero
el intervalo comprendido entre las 5 y 2 horas, para Ds1A entre las 5y 2 horas y para
E247A entre las horas 6 y 8. La seleccion de estos intervalos se realizo a partir de la
inspeccién de las curvas de crecimiento y de la region que presentd el

comportamiento mas cercano a un crecimiento exponencial

Como ejemplo, para la mutante Ez247A se utilizaron los valores registrados a
las 3y 6 horas de cultivo (DO1=0.197 y DO2=0.897), obteniendo:

_ [In(0.897) —In(0.197)] _ —0.109 — (—1.624) _ _
n= &5 = 3 = 0.505h7!

Los calculos completos de cada variante se presentan en la Tabla A3 del
Anexo A. Los valores de L obtenidos para silvestre, DsiA y E247A fueron 0.362, 0.274
y 0.505 h, respectivamente, lo que indica que la variante E247A presentd la mayor

velocidad de crecimiento durante la fase exponencial (Tabla 7).

Tabla 7 ParAmetros cinéticos de crecimiento.

VARIANTE n(HY) TIEMPO DE DUPLICACION (H)
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SILVESTRE ‘ 0.362 1.91
Da1A ‘ 0.274 253
E247A ‘ 0.505 1.37

A partir de los valores obtenido se calcul6 el tiempo de duplicacion celular

- ., In(2 . . -
utilizando la ecuacion g = 22, este parametro representa el tiempo necesario para
u

qgue la poblacién bacteriana duplique su tamafio. La variante E247A presento la
mayor capacidad proliferativa durante la fase exponencial, con un tiempo de
duplicacién de 1.37 h, seguida por silvestre con 1.91h, mientras que Ds1A, presento
la menor velocidad de crecimiento, con 2.53h, bajo las condiciones experimentales
evaluadas. Ademas, se calcul6 la velocidad instantanea de crecimiento mediante la

derivada de In (DOeoo) respecto al tiempo (Tabla A2).

Este analisis permitio identificar los intervalos en los que las células crecieron
mas rapidamente y determinar el punto de méaxima aceleracién del crecimiento El
andlisis mostr6 que las tres variantes alcanzaron su méxima velocidad de
crecimiento entre las 4 y 5 horas de cultivo (Fig. 12). Posteriormente, la velocidad
disminuyo progresivamente a medida que las poblaciones avanzaron hacia etapas
posteriores del crecimiento. Este comportamiento es consistente con la transicion
desde la fase de adaptacion a la fase exponencial observada en las curvas de
crecimiento. Los valores completos de las derivadas calculadas se presentan en el
Anexo A (Tabla A4).

Estas diferencias en la cinética de crecimiento podrian estar relacionadas con
el impacto de las mutaciones en la fisiologia celular, en particular el retraso inicial
observado en E247A, sugiere mayor estrés celular durante las primeras etapas de
expresion, pero un incremento acelerado de adaptacion que le permitio alcanzar un
mayor rendimiento final (mayor biomasa, ~1.0 DO); silvestre por otro lado, muestra

un crecimiento temprano mas eficiente, generando menor estrés celular inicial pero
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alcanza una meseta mas baja (0.6 DO), lo que podria estar relacionado con
limitaciones metabdlicas, por su parte, la mutante DsiA mostré6 una cinética de
crecimiento intermedia, con un incremento gradual, los valores finales de densidad

celular fueron menores a los registrados para E247A (~0.9 DO).

Las diferencias observadas sugieren que las mutaciones en el sitio catalitico no solo
afectan la actividad enzimética, sino que también pueden influir en la dinamica de
crecimiento celular durante la sobreexpresion, lo cual es un factor relevante a

considerar para la optimizacion de las condiciones de produccion de la proteina.

Curvas de crecimeinto transformadas a In
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Figura 12. Curvas de crecimiento transformadas a In (DO600) de las variantes durante la fase
exponencial. La linealizacion de los datos permitié evaluar cuantitativamente la cinética de
crecimiento bacteriano mediante el célculo de la tasa especifica de crecimiento. La pendiente de
cada ajuste lineal corresponde a la velocidad de crecimiento promedio de cada construccion durante

la fase exponencial.

e Comprobacion de lainduccion

Posterior a la optimizacion de los tiempos y crecimiento en medio liquido
suplementado con Kanamicina, se procedio a inducir la sobreexpresion de MMP16
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y sus variantes mutantes mediante la adicion de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido). Este compuesto actiia como un analogo no metabolizable de
la lactosa que se une al represor Lac I*, permitiendo la activacion del promotor y la
transcripcion del gen de interés. La induccion se realizé una vez alcanzada la fase
exponencial de crecimiento bacteriano, ya que en esta etapa las células presentan
una elevada actividad metabdlica, lo que favorece una una mayor produccion de
proteina recombinante. Sin embargo, la expresion heteréloga puede representar
una carga metabolica para las bacterias, lo que afecta su velocidad de crecimiento
y viabilidad celular. Por ello, la optimizacion previa de las condiciones de cultivo
resulté fundamental para equilibrar el crecimiento bacteriano y la produccién de
proteina recombinante. La sobreexpresion de MMP16 y sus mutantes inducidas con
IPTG se comprobé mediante una SDS-PAGE al 15% vy tincibn con azul de
Comassie. La banda sefialada corresponde al peso molecular tedrico esperado (~21
KDa) (Fig. 13).
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Figura 13 Analisis por SDS- PAGE de la sobreexpresion de dcMMP16, silvestre, E247A y DsiA.

A) Proteina silvestre, B) mutante Ez47A, C) mutante DgiA. Se muestran los perfiles electroforéticos
de las muestras recolectadas en los distintos tiempos postinduccion (24 horas). La banda sefialada
alrededor de ~21 kDa corresponde a dcMMP16 recombinante.
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e Purificacion del dcMMP16 humano y sus variantes

Con el objetivo de obtener proteinas homogéneas, evaluar su estabilidad y
estado oligomérico, las fracciones solubles obtenidas tras la sonicacion de la
silvestre y de sus mutantes (E247A) fueron purificadas mediante cromatografia de

afinidad a niquel (Ni%*) seguida de cromatografia de exclusién molecular (SEC).

Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel

La primera etapa consistié en la separacion de las proteinas recombinantes
mediante cromatografia de afinad a Ni?*, aprovechando la interaccién especifica
entre la etiqueta Hise recombinante y la resina cargada con iones metalicos.
Inicialmente, la muestra se cargo6 en condiciones de baja concentracién de imidazol
para favorecer la union de las proteinas de interés a la matriz, mientras que las
proteinas inespecificas fueron eliminadas en las etapas de lavado. Posteriormente,
la elucion se llevé a cabo incrementando la concentracion de imidazol en la fase B,
lo que permitio la recuperacion de las proteinas recombinantes. La elucion se indujo
mediante un amortiguador que contenia imidazol, lo que permitié recuperar las

fracciones con mayor contenido de dcMMP16.

En el caso de silvestre dcMMP16, se partié de un volumen inicial de 37 ml de
extracto soluble clarificado, del cual se recuperaron 20 ml de muestra eluida. El
analisis por SDS- PAGE revel6 una banda de mayor intensidad en las fracciones 4
y 6. De manera consistente, el cromatograma mostré6 un pico de elucion bien
definido entre 4.8- 5.0 ml de volumen de retencion, lo que indica una recuperacion

eficiente de las proteinas de interés.

Para la mutante catalitica E247A se proceso igualmente un volumen inicial de
37 ml, recuperandose 20 ml posteriores a la elucion. En este caso, las fracciones 2,
3y 4, asi como la fraccion 5 individual, mostraron una banda intensa y una menor
presencia de proteinas contaminantes en comparacion con el extracto crudo. El
cromatograma correspondiente present6 un pico principal de absorbancia de 17.5-
18 ml, seguido de una cola de elucién decreciente, lo que sugiere una adecuada
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interaccion de la proteina con la resina y una liberacion concentrada a lo largo del

gradiente de imidazol.

En contraste, la variante Ds1A mostrdO un comportamiento menos favorable
durante esta etapa. A partir de un volumen inicial de 14 ml de extracto soluble se
obtuvieron 10 ml de fraccion eluida. Aunque en el SDS-PAGE fue posible identificar
una banda en el intervalo esperado para dcMMP16 en las fracciones 3,4y 5,6, la
intensidad de dicha banda fue considerablemente menor. Adicionalmente, el
cromatograma presentdé un pico ancho y de baja amplitud, lo que refleja una
recuperacion reducida y, posiblemente, una menor estabilidad de la proteina

durante el proceso cromatogréfico (Fig. 14).

La composicion de imidazol correspondiente al punto de elucién de las
proteinas recombinantes se estimo a partir de la composicion de los amortiguadores
empleados en la cromatografia de afinidad a niquel. Considerando una
concentracion de 25 mM de imidazol en el Buffer A y 500 mM en el Buffer B, la
elucién observada al 15% de Buffer B corresponde a una concentracién de 96.25
mM de imidazol. Tanto la proteina silvestre como las variantes fueron recuperadas
en este intervalo de concentracion, lo que indica que las tres conservan una afinidad

comparable por la resina de niquel mediada por la etiquete de Hise.
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Figura 14 Perfil cromatogréfico y andlisis electroforético (SDS-PAGE 15%) de la purificacion
por afinidad a niquel de dcMMP16 silvestre, E2a7A y DsiA. (A) MMP16 silvestre, (B) mutante Ez47A
y (C) mutante Ds1A. En cada panel se muestra el cromatograma de elucién (derecha), donde la linea
continua representa la absorbancia a 280 nm y la linea punteada el porcentaje de fase B (%B)
empleado durante el gradiente de elucion con imidazol. A la izquierda se presenten los geles SDS-
PAGE correspondientes a las muestras obtenidas durante el proceso de purificacion: marcador de
peso molecular (MPM), extracto crudo (Ext.) y las fracciones de elucién indicadas (f). Las fracciones
con mayor enriquecimiento de la proteina recombinante fueron seleccionadas para los experimentos
posteriores.

Purificacion por cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular (SEC, por sus siglas en inglés) es
una técnica de separacion que discrimina moléculas en funcion de su radio
hidrodinamico. A diferencia de otros métodos cromatogréficos, las moléculas no
interactian especificamente con la matriz de la columna, sino que se separan segun

su capacidad para difundir a través de los poros de una resina constituida por
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particulas esféricas porosas quimicamente y fisicamente estables, disefiadas para
minimizar la adsorcion inespecifica de proteinas. Como consecuencia las moléculas
de mayor tamafio tienen un acceso limitado a los poros de la matriz cromatogréfica
y eluyen primero, mientras que las moléculas mas pequefias penetran en dichos
poros y presentan tiempos de retencion mayores. Esta estrategia permite separar
proteinas monomeéricas de agregados, oligébmeros o contaminantes de diferentes

pesos moleculares, lo que permite obtener poblaciones mas homogéneas.

Debido a la estabilidad dcMMP16 silvestre y E247A tras la purificacion por
afinidad, ambas preparaciones fueron reconcentradas hasta un volumen de 10 mly
sometidas a cromatografia de exclusion molecular con el objetivo de obtener
poblaciones mas homogéneas y eliminar posibles especies de agregados o

contaminantes de distinto tamafio molecular.

Para dcMMP16 silvestre, el analisis electroforético de las fracciones
obtenidas en la primera corrida de SEC mostré una banda tenue en las primeras
fracciones, mientras que se intensific6 notablemente en las fracciones 4, 5y 6, lo
que indica que estas contenian la mayor proporcion de proteina de interés. El
cromatograma correspondiente mostré6 dos poblaciones de elucién: un hombro o
pico secundario entre 24-28 ml, seguido de un pico principal centrado entre 34-36
ml. Con base en ello, las fracciones enriquecidas fueron reconcentradas y
sometidas a una segunda corrida de SEC, en la cual se observd un Gnico pico
estrecho y simétrico alrededor de 34 ml, consistente con una preparacion

significativamente mas homogénea.

En el caso de la mutante E247A, el SDS- PAGE de la primera corrida mostré
que las fracciones 1-4 contenian escasa proteina detectable, mientras que las
fracciones 5,6 y 7 se mostro claramente definida e intensa. Estas fracciones fueron
seleccionadas para reconcentracion y analisis posterior. EI cromatograma de la
primera SEC mostro igualmente la presencia de dos poblaciones: una sefial de
menor intensidad entre ~24 y 30 ml y un pico principal de mayor absorbancia
alrededor de 34-36 ml, lo que indicd heterogeneidad en la muestra inicial. Tras la

reconcentracion de las fracciones 5-7 y su reinyeccion en la columna, la segunda
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corrida presentd un solo pico cromatografico predominante, estrecho y simétrico,
indicando el enriquecimiento de una poblacion proteica uniforme y la eliminacion de

especies de distinto tamafio (Fig. 15).
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Figura 15 Andlisis por SDS- PAGE y cromatografia de exclusion molecular dcMMP16 silvestre
y mutante E2s7A. A) Fracciones obtenidas durante la purificacion de dcMMP16 silvestre por SEC y
su cromatograma correspondiente. B) Fracciones obtenidas para la mutante E247A y su
cromatograma correspondiente. En ambos casos, las fracciones asociadas al pico principal de
absorbancia presentaron una banda predominante cercana a 25kDa. Las fracciones enriquecidas
fueron empleadas en los experimentos subsecuentes.

En conjunto, la estrategia secuencial de purificacion permitié recuperar de
manera eficiente las variantes dcMMP16 silvestre y E247A, ambas con una masa
aparente cercana a ~21 kDa y con perfiles cromatograficos consistentes con la
obtencién de especies solubles y homogéneas tras la segunda corrida de SEC.
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En contraste, la variante DsiA mostro una migracion electroforética retardada
acompafnada de una banda enriquecida por encima de los 100 kDa, lo que sugiere
la posible formacion de especies oligoméricas o agregados de alto peso molecular.
Este comportamiento se correlaciond durante la reconcentracion de la muestra. De
hecho, la proteina adquirié progresivamente una apariencia turbia y de aspecto
lechoso, compatible con procesos de agregacion, lo que imposibilitdé su
procesamiento y posterior caracterizacion. Estos resultados sugieren que la

sustitucion de Asps1 compromete significativamente la estabilidad estructura.

e Determinacion del peso molecular aparente y estado oligomérico de
dcMMP16 silvestre y Ez47a.

Con el fin de estimar el peso molecular aparente de las porteinas purificadas
y establecer su estado oligomérico predominante en solucién, se calibro la columna
de exclusion molecular con proteinas estandar de masa molecular conocida:
albumina (130 kDa), peroxidasa (44 kDa), mioglobina (17 kDa) y citocromo (12 kDa).
A partir de los valores de volumen muerto (Vo= 36 ml) y volumen total de la columna
(Vi= 120 ml); se calcul6 para cada estandar el coeficiente de particion
cromatografica (Kav), obteniéndose valores de 0.45 para albumina, 0.27 para

peroxidasa, 0.35 para mioglobina y 0.12 para citocromo (Fig. 16A).

A partir de los valores de coeficiente de particibn cromatogréafica obtenidos
para cada estandar, se generd la relacién lineal entre Kav y el logaritmo del peso
molecular (lgMw), obteniéndose la ecuacién de regresion y = —0.2886x + 1.6028
con un coeficiente de correlacion R?2 = 0.9674. La cual permitio interpolar los
coeficientes correspondientes a dcMMP16 silvestre y a la mutante E247A a partir de

sus volumenes de elucién registrados en la segunda corrida cromatogréfica.

Para la variante dccMMP16 silvestre se obtuvo un volumen de elucién (Ve) de
59.084 ml, mientras que para la mutante E247A el maximo de elucion se registré en
61.55 ml. Sustituyendo estos valores en la ecuacién de particibn cromatografica:

Ve—V0 _59.084 ml—36ml

Kav (WT) = =
Vt—-V0 120 ml — 36 ml

=0.275
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Ve—=V0 61.55ml—36ml

Kav(E=4) = 5y = T2omi—s6m -~ O304
Interpolar
y = —0.2886x + 1.6028
Donde: y= Kav
X=lgMw

Kav = —0.2886(lgMw) + 1.6028

Sustiuyendo:
(WT) 0.275 = —0.2886(x) + 1.6028
(E—A)0.304 = —0.2886(x) + 1.6028

Despejamos:

0.275 —1.6028 B

WD) x=——57886

0.304 — 1.6028
(E-Ax=—g7886  ~

La interpolaciéon de dichos valores de [gMw de 4.6 para silvestre y 4.5 para
E247A, correspondientes a pesos moleculares aparentes de 40 kDa y 30kDa,

respectivamente (Fig. 16B).
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Figura 16 Determinacién del peso molecular aparente y estado oligomérico. A) Curva de
calibracion de la columna de exclusién molecular construida a partir de proteinas estandar y utilizada
para interpolar los valores de Ka, obtenidos para dcMMP16 silvestre y E247A. B) Cromatogramas de
la segunda corrida de exclusion molecular de ambas proteinas, los volimenes permitieron estimar
pesos moleculares aparentes de 40 para el dominio silvestre y 30 kDa para el dominio Ezs7A
respectivamente.

¢ Rendimiento de proteina La concentracion final de las proteinas purificadas se
determind mediante absorbancia a 280 nm utilizando los coeficientes de
extincion tedricos calculados a partir de las secuencias de aminoacidos. Para la
obtencién de cada proteina se partié de 1L de medio LB bajo las condiciones de
expresion previamente optimizadas. La proteina silvestre presentd una

concentracion final de 0.163 mg/ml, mientras que la variante E247A 1.61mg/ml.

e Evaluacién de la actividad autoproteolitica de dcMMP16 silvestre y E247A

en presencia de cofactores metalicos e inhibidor.

Con el objetivo de determinar si la sustitucion del residuo E247 afecta la
funcionalidad del dcMMP16, ambas proteinas fueron incubadas en presencia de
presencia de sus cofactores Ca?*y Zn?* durante 24 y 48 horas. Posterior al periodo
de incubacion, se determind su actividad autoproteolitica mediante SDS-PAGE;
como se aprecia en la figura 17, la proteina silvestre presenta bandas de bajo peso
molecular las cuales son producto de su actividad autoproteolitica. En contraste, en

los carriles correspondientes a la mutante E247A no se observo autoprotedlisis de la
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proteina en ninguno de los tiempos de incubacion. Este experimento demuestra que
la proteina silvestre conserva un sitio activo funcional después del proceso de
expresion y purificacion, mientras que la ausencia de fragmentacion visible en E247A,
sugiere que la sustitucion de glutamico 245 es relevante para la catalisis de la
MMP16. En paralelo, se evaluo el efecto inhibitorio de Batimastat, el cual es un
inhibidor hidroxamato de amplio espectro cuyo mecanismo de accion se basa en la
coordinacién directa de su grupo hidroxamato con el ion Zn2* presente en el sitio
activo de las metaloproteasas (Fig. 17). Para estos experimentos, se empled una
concentracion de 5uM de inhibidor la cual es una concentracion ya estandarizada

en el laboratorio para inhibir la actividad de la MMP16.

El tratamiento mostré como Batimastat inhibe la autoprotedlisis de la proteina
silvestre manteniendo su integridad igual que la proteina en ausencia de sus
cofactores. En contraste, no se observo efecto en la mutante E247A lo cual es

coherente con su estado cataliticamente inactivo.
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Figura 17 Analisis del comportamiento proteolitico de la proteina dcMMP16 silvestre y la
mutante Ez47A, incubadas durante 24 y 48 horas bajo diferentes condiciones. Las muestras fueron
evaluadas mediante SDS- PAGE al 15% bajo condiciones desnaturalizantes. El carril 1 corresponde
al marcador de peso molecular (kDa). En ambos casos, las muestras se evaluaron en ausencia (-) 0
presencia (+) de cofactores metdalicos (Ca?* y Zn?*), asi como en ausencia (-) o presencia de
Batimastat (5uM)). La proteina silvestre mostr6 fragmentacion compatible con autoprotedlisis en
presencia de cofactores, la cual disminuye con el inhibidor. A diferencia, la mutante Ez47A presenta
una banda predominante sin fragmentacion, independientemente de las condiciones evaluadas, lo
gue confirma la pérdida de actividad enzimatica y la ausencia de autoprotedlisis.
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7 DISCUSION

La progresion tumoral depende de una compleja interaccion entre las células
cancerosas Yy los distintos componentes de su microambiente (Kessenbrock et al.,
2010). En este contexto, la MMP16 ha sido asociada con diversos tipos de cancer,
incluidos los de piel, higado, pulmon, ovario, hueso, endometrio y pancreas, asi
como con melanoma. En muchos de estos tumores, la sobreexpresion de MMP16
se correlaciona con un pronéstico desfavorable y una menor supervivencia de los
pacientes, atribuyendo su participacion en procesos relacionados con la
proliferacion celular y la metéastasis (Fig. 8). Al respecto, diversos estudios han
demostrado que distintas especies de microARN regulan negativamente la
expresion de MMP16, reduciendo con ello la capacidad proliferativa y migratoria de
las células tumorales. Por ejemplo, en lineas celulares de cancer pancreatico, el
miR-146b-5p disminuye la expresion de MMP16, lo que se traduce en una reduccion
significativa de la migracion celular (Lin et al., 2011). De manera similar, en células
SKOV3 de céancer de ovario resistentes a cisplatino, un farmaco ampliamente
utilizado en quimioterapia, el miR-145 suprime la expresion de MMP16, inhibiendo

tanto la proliferaciéon como la migracion celular (Chen, 2021).

Asimismo, en lineas celulares de hematoma, el eje Circ_0013290/miR-139-
5p regula la expresiéon de MMP16 y limita la migracién celular (Chang et al., 2021).
De forma analoga, en células MKN-45 derivadas de céncer gastrico, las
transfectadas con el miR-193a-5p y tratadas con 5-fluorouracilo (5-FU) mostro la
reduccion en la expresion de la MMP16 disminuyendo la capacidad invasiva de

estas células (Almatrafi et al., 2024).

Por otro lado, el andlisis comparativo de la expresion de diferentes MMPs en
muestras de pacientes con melanoma de distintos estadios mostré que los niveles
de ARNm de MMP16 se incrementan mas de ocho veces en melanomas
metastasicos respecto a tejidos normales y a lesiones en estadios tempranos, lo
gue sugiere una posible asociacion entre la sobreexpresion de esta

metaloproteinasa y la progresion tumoral (Tatti et al., 2011).
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La relevancia clinica de MMP16 también ha sido documentada en el
carcinoma renal de células claras (KIRC, por sus siglas en inglés). Mediante analisis
de redes de interaccion génica, secuenciacion y validacion por PCR, se observé
que las MMP2, MMP9, MMP12 y MMP16 presentan niveles elevados de expresion,
por lo que fueron propuestas como biomarcadores potenciales de este tipo de
cancer (Li et al., 2025).

Considerando la evidencia que identifica a MMP16 como un marcador
asociado con la progresion tumoral y la metastasis, resulta pertinente profundizar
en su caracterizacion bioquimica y estructural. Estos estudios podrian proporcionar
las bases para el desarrollo racional de moléculas dirigidas contra esta proteina,
con el objetivo de limitar la progresién del cancer y mejorar el prondstico y la

supervivencia del paciente.

Con el fin de evaluar el posible efecto de las mutaciones E247A y DsiA sobre
las caracteristicas bioquimicas de la MMP16, se monitorizaron las curvas de
crecimiento de los cultivos bacterianos que expresaban la proteina silvestre y sus
variantes. Dado que la expresion de proteinas mal plegadas puede comprometer el
crecimiento celular al favorecer la agregacion proteica y generar estrés metabdlico
(Baneyx & Mujacic, 2004), las alteraciones observadas en la cinética de crecimiento
se consideraron un indicador indirecto de posibles cambios en el plegamiento y la
estabilidad de las proteinas. Tanto las curvas de crecimiento como las tasas de
crecimiento calculadas sugieren que las mutaciones evaluadas imponen un costo
fisiologico asociado a su expresion. Este efecto fue mas evidente en la variante
Ds1A, que mostré una fase exponencial prolongada antes de alcanzar la fase
estacionaria. Por su parte, la mutante E247A también present6 una fase exponencial
mas extensa que la proteina silvestre; sin embargo, su velocidad de crecimiento fue
mayor que la observada para DsiA, lo que sugiere un menor impacto sobre la
fisiologia celular y, por tanto, un menor estrés metabdlico asociado a su expresion.
Estos resultados son consistentes con los analisis por SDS-PAGE, en los que tanto
la proteina silvestre como la variante E247A mostraron una expresion clara en los

extractos crudos, evidenciada por la presencia de una banda correspondiente al
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peso molecular esperado. En contraste, la variante Ds1A presentd una intensidad
de banda mucho menor que indica que la proteina tiene bajos niveles de expresion.
Sin embargo, en este estudio fue posible obtener las tres proteinas en estado
soluble sin necesidad de un proceso de replegamiento. Cabe destacar que, en las
fracciones de elucion con imidazol de la variante Dsi1A, se detectdé una banda
enriquecida de mayor peso molecular que no fue observada en las preparaciones
de la proteina silvestre ni de la variante E247A. Este comportamiento sugiere que la
mutacion Dsi1A podria reducir la estabilidad de la proteina y promover su agregacion

durante o después del proceso de purificacion.

Por otra parte, la obtencion de la proteina silvestre y de la variante E247A en
estado soluble resulta de particular interés, ya que contrasta con lo reportado para
otros dominios cataliticos recombinantes de metaloproteinasas, en dichos estudios
reportaron que las proteinas se recuperaron a partir de cuerpos de inclusion con
subsecuentes métodos de solubilizacién y replegamiento para obtener proteina
funcional (Parkar et al., 2000), (Zhang et al., 2023), (English et al., 2001), (Li et al,,
2014). Ademas, en los dos estudios de caracterizacion estructural y bioquimica del
dominio catalitico de MMP16 humana, la proteina recombinante fue obtenida
mediante procedimientos de solubilizacion y replegamiento (Lang et al., 2004),
(Meng et al., 2016). Esta diferencia podria estar relacionada con el disefio de las
construcciones empleadas en el presente trabajo, las cuales siempre mantuvieron
en el extremo N-terminal la etiqueta de Hisg Yy el sitio de corte de la proteasa TEV
los cuales no fueron removidos durante la purificacién. La presencia de estos

elementos podria contribuir a la solubilidad observada.

Con respecto al estado oligomérico de las MMPs y la comparacion con
nuestros datos obtenidos mediante SEC, 13 de las 26 MMPs ya han sido
cristalizadas en forma apo o en presencia de ligandos, y en todos los casos el
ensamble biologico corresponde a una especie monomérica (PDB: 3SHI, 3AYU,
4JA1, TWXX, 3DPF, 1L6J, 9CSX, 5D3C, 20ZR, 5H0U, 1RM8 y 2JSD). Asi mismo

el dominio catalitico de MMP16 ha sido purificado como un monémero de 19 kDa
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gue es cataliticamente activo (Meng et al., 2016). En conjunto, estas observaciones

sugieren que cada monomero constituye una unidad catalitica funcional.

No obstante, diversos estudios han mostrado que algunas metaloproteinasas
de membrana (MT-MMPs) pueden formar homodimeros y heterodimeros con otras
MMPs. Por ejemplo, en el caso de MT1-MMP (MMP14), se ha descrito la
dimerizacion en la superficie celular para llevar a cabo la activacion de la proMMP2,
asi como para la degradacion de coldgeno. Por lo tanto, aunque el monémero
parece ser suficiente para la actividad catalitica, la capacidad de oligomerizacion
podria desempefiar funciones regulatorias relacionadas con la localizacion,

activacion y actividad fisiologica de estas enzimas (Itoh et al., 2006), (Itoh, 2015).

En este contexto, los resultados obtenidos de masa molecular aparente
medida en SEC, sugieren que el dominio catalitico de la MMP16 silvestre tiende a
una forma dimérica. En contraste, la variante E247A presenté una masa aparente
cercana a la esperada para el monémero, lo que sugiere que esta mutacion podria
favorecer el desplazamiento del equilibrio hacia la forma monomérica. Sin embargo,
debido a que no se realizaron experimentos de cromatografia de exclusiéon
molecular en funcion de la concentracion de proteina, no fue posible descartar que
las diferencias observadas reflejen en parte, un efecto dependiente de la
concentracion sobre el estado de oligomerizacién. En este sentido, se deberan
realizar en subsecuentes estudios, experimentos de cromatografia de exclusion
molecular acoplada a dispersion de luz multiangulo (SEC-MALS) que permitiran
determinar con mayor precision la masa molecular de las especies presentes en
solucion y establecer su estado oligomérico. Asi mismo, la comparaciéon entre las
proteinas con y sin la etiqueta de Hisg proporcionard informacién sobre la posible
influencia de este segmento en su comportamiento hidrodinamico y en su tendencia

a oligomerizarse.

Por otro lado, en el laboratorio, se estandarizaron las condiciones experimentales
para evaluar tanto la actividad autoproteolitica como la actividad catalitica de

MMP16 utilizando el péptido modificado SF-6 como sustrato (Santiago-Rubio,
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2018). Las constantes cinéticas obtenidas fueron consistentes con las previamente
reportadas por Meng y colaboradores, lo que valida el sistema experimental utilizado
y confirma que la proteina silvestre purificada conserva las propiedades cataliticas
(Meng et al., 2016).

Sin embargo, debido al objetivo de realizar estudios estructurales de
complejos proteina-ligando, la actividad autoproteolitica representé un reto para
mantener la integridad de la muestra. Con base en estrategias previamente
empleadas en otras metaloproteinasas de matriz, se considero la sustitucion del
glutdmico catalitico por alanina como una alternativa para inactivar la enzima sin
comprometer su estructura. De hecho, la estructura cristalografica del dominio
catalitico de la MMP2 (PDB: 3AYU) fue resuelta con esta mutacién (Hashimoto et
al., 2011). En este sentido, no existen reportes que describan el efecto de la
sustitucion del glutdmico catalitico sobre la actividad autoproteolitica de alguna
MMP. Tampoco se han realizado estudios que evallten el efecto de un inhibidor no
selectivo, como Batimastat, sobre este proceso. En conjunto, los resultados
obtenidos en este trabajo respaldan la hipétesis de que la autoprotedlisis de MMP16
es un mecanismo mediado por su propio sitio activo. Por el momento, este es el
primer estudio en el que se modifica racionalmente el sitio activo de MMP16 con el
propdsito de incrementar la estabilidad de la proteina y facilitar su produccién
recombinante. Por ello, los hallazgos aqui presentados no solo contribuyen a la
comprension de los mecanismos que regulan la estabilidad de esta
metaloproteinasa, sino que también proporcionan una plataforma experimental para
futuros estudios bioquimicos, estructurales y funcionales orientados a la

caracterizacion de MMP16 y al desarrollo de estrategias dirigidas a su inhibicion.
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8 CONCLUSION

En este trabajo se logré expresar, purificar y caracterizar funcionalmente la

metaloproteasa MMP16 humana y sus mutantes cataliticos E—A y D—A,

cumpliendo con los objetivos planteados.

Los resultados obtenidos sugieren:

1.

La sustitucion del residuo Gluz47 no produce cambios evidentes en los niveles de
expresion, la solubilidad ni el comportamiento cromatografico de la proteina; sin
embargo, se asocia con la pérdida de la actividad autoproteolitica, lo que
respalda la participacion de este residuo en el mecanismo catalitico de la
enzima.

La variante DsiA mostr6 una marcada tendencia a la agregacion y un
comportamiento diferente durante los procesos de purificacion, o que sugiere
que Asps1 desempefia un papel importante en el mantenimiento de la
arquitectura tridimensional del dominio catalitico y en la correcta organizacion de
elementos estructurales cercanos al sitio activo.

Los resultados obtenidos apoyan la existencia de una contribucion funcional
diferenciada de los residuos estudiados: Gluz47 participa directamente en la
catalisis, mientras que Asps1 contribuye principalmente a la estabilidad
estructural necesaria para mantener una conformacién cataliticamente
competente.

Los ensayos realizados con Batimastat indican diferencias en la respuesta entre
la proteina silvestre y la variante mutante Ez47A, aportando informacién adicional
sobre el efecto de esta modificacion en el sitio activo.

Este trabajo proporciona evidencia experimental sobre la relacion estructura -
funcion en MMP16 humana y amplia el conocimiento que existe de esta
metaloproteasa para futuras investigaciones orientadas a la identificacion y el

disefio racional de inhibidores mas selectivos.
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Perspectivas

El conocimiento generado representa una base experimental para futuros analisis
cinéticos con el fin de cuantificar parametros cataliticos como km, Vmax y kcat,
permitiendo evaluar de manera mas precisa el efecto de las mutaciones sobre la
actividad enzimatica, determinar las consecuencias estructurales de las mutaciones
mediante dicroismo circular (CD), para confirmar experimentalmente el papel de
ASp81 en la estabilidad conformacional de la proteina, desarrollar estudios
estructurales mediante cristalografia de rayos X o modelado computacional que
permitan visualizar los cambios producidos en el sitio activo y en la geometria global
del dominio catalitico y desarrollo de inhibidores selectivos dirigidos contra MMP16,
una enzima de interés biomédico debido a su participacion en remodelacion de

matriz extracelular, invasion celular, progresion tumoral y metastasis.
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aa. aminacido
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C- terminal Carboxilo terminal

ClustalW Herramienta de alineamiento multiple de secuencias
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FR Fase reversa

hB Hélice beta

FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography (Cromatografia liquida rapida de
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TIMPs Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (Inhibidores tisulares de
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Anexo A.
Secuencias aminoacidicas de los constructos de dsMMP16
e dcMMP16 silvestre

ENLYFQSGGGQKWQHKHITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWQNVTPLTFEE
VPYSELENGKRDVDITIIFASGFHGDSSPFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSD
EPWTLGNPNHDGNDLFLVAVHELGHALGLEHSNDPTAIMAPEYQYMETDNFKLP
NDDLQGIQKIYGPPDK

e dcMMP16 E247A

ENLYFQSGGGQKWQHKHITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWQNVTPLTFEE
VPYSELENGKRDVDITIIFASGFHGDSSPFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSD
EPWTLGNPNHDGNDLFLVAVHALGHALGLEHSNDPTAIMAPFYQYMETDNFKLP
NDDLQGIQKIYGPPDK

e dcMMP16 DsiA

ENLYFQSGGGQKWQHKHITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWQNVTPLTFEE
VPYSELENGKRDVDITIIFASGFHGASSPFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSD
EPWTLGNPNHDGNDLFLVAVHELGHALGLEHSNDPTAIMAPEYQYMETDNFKLP
NDDLQGIQKIYGPPK
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Andlisis cinético de crecimiento bacteriano.

Tabla Al. Valores de DOsoo

Tiempo Silvestre DA EA

Q)

TO 0 0 0

T1 0.004 0.015 | 0.005

T2 0.011 0.009 | 0.004

T3 0.049 0.027 | 0.009

T4 0.209 0.088 | 0.035

T5 0.517 0.3 0.197

T6 0.599 0.497 | 0.563

T7 0.62 0.7 0.849

T8 0.688 0.849 | 0.897

T9 0.799 0.897 | 0.973

Tiempo (h) Silvestre DA EA

4 -1.565 -2.431 -3.352
5 -0.659 -1.204 -1.624
6 -0.513 -0.699 -0.576
7 -0.478 -0.357 -0.164
8 -0.364 -0.164 -0.109
9 -0.224 -0.109 -0.027

Tabla A2 Valores In (DOsoo).



Nota: Los valores de densidad éptica fueron transformados mediante logaritmo natural para linealizar la fase exponencial de

crecimiento y permitir la estimacion de la tasa especifica de crecimiento ().

Calculos de la tasa especifica de crecimiento.

Durante la fase exponencial el crecimiento bacteriano puede describirse mediante
Nt = Noett donde:

Nt= concentracion celular en el tiempo t
No= concentracion celular inicial
p= tasa especifica de crecimiento

Dado que la DOsoo es proporcional al numero de células: OD: = ODoert aplicando
In a ambos lados In(0OD¢) = In(0ODo) + ut, convirtiendo una curva exponencial en

una recta.

La tasa especifica de crecimiento se calcul6 utilizando:

[In(0D2) — In(0D1)]
(t2 — t1)
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Para E247A (5-8h)

[In(0.897) — In(0.197)]

—0.197 — (—1.624)

Para Dsi1A (5-9h)

Para silvestre

G5 = 3 = 0.505h71
[In(0.897) —In(0.300)] _ —0.109 — (—1.204) _ _

B = @ = 0.274h71
[In(0.620) — In(0.209)] _ —0.478 — (=1.565) _ 036241

(7—4)

3)

Tabla A3. Determinacion de 4 mediante dos puntos

Cepa INnOD1 InOD2 ti(h) tz2(h) u(hd)
Silvestre | -1.565 | -0.478 4 7 0.362
Ds1A -1.204 | -0.109 5 9 0.274
E247A -1.624 | -0.197 5 8 0.505
Célculo de la derivada
din(0OD)
dt

Como los datos son discretos,

In (ODi+1) — InOD;

tiv1— ¢
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Esto permite conocer la velocidad de crecimiento en cada intervalo de tiempo.
Cuando la derivada alcanza su valor maximo, la poblacion se encuentra creciendo

a la mayor velocidad posible.
Ejemplo para E247A entre 4 y 5 horas

De la tabla A2 usamos los datos para aplicar en la ecuacion:

—-1.624 - (-3 —-352) 1.728

=1.728 k1
5—4 1

Tabla A4. Derivadas discretas.

Intervalo (h) W (R Ysilvestre wa(h-1)pa wa(h-ea
4-5 0.906 1.227 1.728
5-6 0.146 0.505 1.048
6-7 0.035 0.342 0.412
7-8 0.104 0.193 0.055
8-9 0.150 0.055 0.082

Nota: La velocidad instantanea de crecimiento se estimé mediante una aproximacién discreta de la deriva de In (DOgoo)

respecto al tiempo. Los valores obtenidos representan la velocidad de crecimiento en cada intervalo de tiempo analizado.

Determinacion del punto de inflexion

El punto de inflexion corresponde al momento en el cual la pendiente de la curva
alcanza su valor maximo, biolégicamente representa, la maxima actividad

metabdlica, tasa de division celular y el centro de la fase exponencial.
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