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RESUMEN

La Metaloproteasa-2 (MMP-2) estd sobreexpresada en el cancer de cérvix, por lo que
inhibirla es un objetivo terapéutico en los ultimos afios para el control de la invasion y
metéastasis tumoral. El presente proyecto tuvo como objetivo predecir la interaccion que
realiza el péptido FV2-16 del veneno de escorpion Tityus macrochirus (Buthidae) sobre la
MMP-2 presente en la linea celular (HeLa) derivada del cancer de cérvix por medio de
herramientas bioinformaéticas. Se identificé el cdigo PDB de la MMP-2 asociado al codigo
1CK7, se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica y funcional del péptido identificando que
es polipéptido clasificado como molécula de gran tamafio y con un punto isoeléctrico neutro,
se realizo la caracterizacion funcional y estructural del ligando donde se reconoci6 actividad
sobe canales ionicos y una homologia con la clorotoxina del 50% que permite asociar una
actividad adicional sobre la MMP-2; posteriormente se realiz la prediccion de la estructura
del ligando y la identificacién de los residuos activos del receptor pata su posterior
acoplamiento molecular por medio de HADDOCK. Las 2 interacciones mas fuertes
identificadas son las de tipo puente salino, sin embargo, se identificaron 18 interacciones
mas (12 de tipo convencional y 6 hidrofobicas), la inhibicion del péptido F\VV2-16 sobre la
MMP-2 se puede deber a su actividad sobre el dominio catalitico. El péptido FVV2-16 aislado
del Tityus Macrochirus se clasifica como inhibidor del dominio catalitico, con interacciones
biol6gicamente significativas que, tras un proceso de desarrollo, se podria esperar que se
presente como un medicamento bioldgico inyectable.

Palabras Claves: MMP-2, veneno, FV2-16, TIMP, Cancer de cérvix, interacciones

moleculares.
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ABSTRACT

Metalloprotease-2 (MMP-2) is overexpressed in cervical cancer, so inhibiting it, is a
therapeutic target in recent years for the control of tumor invasion and metastasis. The
present project aimed to predict the interaction that the FV2-16 peptide from the scorpion
venom Tityus macrochirus (Buthidae) performs on MMP-2 present in the cell line (HeLa)
derived from cervical cancer by means of bioinformatics tools. The PDB code of MMP-2
associated to the 1CK7 code was identified, the physicochemical and functional
characterization of the peptide was performed, identifying that it is a polypeptide classified
as a large molecule with a neutral isoelectric point, the functional and structural
characterization of the ligand was performed, where activity on ion channels and a
homology with chlorotoxin of 50% was recognized, which allows associating an additional
activity on MMP-2; Subsequently, the structure of the ligand was predicted and the active
residues of the receptor were identified for subsequent molecular docking by means of
HADDOCK. The 2 strongest interactions identified are salt-bridge type, however, 18
interactions more were identified (12 conventional and 6 hydrophobic), the inhibition of the
FV2-16 peptide on MMP-2 may be due to its activity on the catalytic domain. The FV2-16
peptide isolated from Tityus Macrochirus is classified as a catalytic domain inhibitor, with
biologically significant interactions that, after a development process, could be expected to

be presented as an injectable biologic drug.

Keywords: MMP-2, Venom, FV2-16, TIMP, Cervical

Cancer, molecular interactions.
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1 INTRODUCCION

1.1. VenOmica

La intencion de perseverar la vida ha sido objeto de estudio desde hace cientos de afios, lo
que ha traido investigaciones y desarrollo de agentes terapéuticos cada vez mas novedosos.
Antiguamente, en muchas civilizaciones emplearon las secreciones o productos venenosos
derivados de diferentes organismos para curar o aliviar los sintomas de alguna enfermedad,
conforme han avanzado los estudios en el area, se conoce que es debido a que los venenos
constituyen un importante arsenal bioquimico que tiene compuestos bioactivos determinados
como toxinas®. El término toxina esta definido como una sustancia derivada de tejidos de
plantas, animales o microorganismo que tiene un efecto nocivo sobre otros organismos
vivos?. La ciencia que explora, estudia la naturaleza, composicion bioquimica, la genémica
y la proteébmica de las toxinas y venenos animales para el desarrollo de antidotos, asi como,
su potencial farmacolégico y/o biomédico para el desarrollo de farmacos se conoce como

venodmica?.

Entre los medicamentos desarrollados a partir de las toxinas de veneno de animales terrestres
y marinos se encuentra Ziconotide, el cual es la version sintética a partir del veneno de Conus
magus un caracol marino, destinada por la FDA (Food and Drug Administration — Entidad
regulatoria de los Estados Unidos) para el tratamiento del dolor crénico intenso en pacientes
que son intolerantes a los analgésicos sistémicos®.Otro es el Captopril conocido para el
tratamiento de hipertensién por su inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), que se obtuvo por medio de la caracterizacion de los péptidos del veneno de la

serpiente sudamericana Bothrops jararaca®.
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1.2. Escorpiones y su veneno

Los escorpiones también conocidos como alacranes* son artrépodos, quelicerados y
aracnidos que pertenecen al orden Scorpionida , son una especie que ha existié en la tierra
por cerca de 500 millones de afios y estan ampliamente distribuidos por la tierra®; estan bien
adaptados para sobrevivir en una amplia gama de habitats como desiertos, praderas, selvas y
bosques templados y/o tropicales®, sin embargo, habitan principalmente en zonas tropicales
o subtropicales’. El cuerpo del escorpion se divide en dos partes principales el prosoma
(caparazon, un par de pedipalpos en forma de pinzay cuatro pares de patas) y el opistosoma,
este se divide a su vez en mesosoma (espiraculos) y metasoma (cola y telson); el telson consta
de una vesicula y una espina terminal curvada y puntiaguda (aculeus), la vesicula contiene
un par de glandulas de veneno, el veneno es descargado por contraccion de los musculos que
rodean las glandulas y que terminan comprimiéndolas contra la pared de la vesicula, el
veneno es expulsado a través del par de conductos de veneno que se abren cerca de la punta
del aculeus®. Los escorpiones son organismos netamente depredadores que emplean las
poderosas pinzas de sus pedipalpos y las potentes toxinas de sus venenos para dominar a sus

presas®.

El veneno secretado por los escorpiones es usado para defenderse en contra de los
depredadores y para capturar presas, es identificado como una secrecion apocrina compleja
y heterogénea®, compuesta por diferentes compuestos proteicos como péptidos, proteinas y
enzimas tales como fosfolipasa, hialuronidasa, acido L-amino oxidasa, metaloproteasa y
compuestos no proteicos como sales, neurotransmisores, nucleétidos, aminas, lipidos, entre
otros®>*; compuestos que se conocen que interactiian con varios receptores de las membranas
celulares, esta capacidad de interaccion potente y especifica con un objetivo molecular y la
gran biodiversidad de la composicion que junto con el hecho de ser fuentes naturales son las
ventajas que permiten determinar que es una potencial herramienta biomédica que se puede
usar para la creacion de plantillas para el disefio de farmacos o herramientas de diagndstico
clinico®. Un ejemplo de ello es como a través del enfoque transcriptomica identificaron un

gran namero de particulas bioactivas en el veneno de escorpion T. stigmurus con diferentes
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actividades como antiparasitaria, antifingica, neurotdxica, hipotensora y quelante de

metales!?2.

El orden Scorpions se considera tradicionalmente conformado por 9 familias, sin embargo,
las revisiones de taxonomia revelan que podrian ser reconocidas entre 12 y 20 familias®.
Hasta el 2019 se han descrito 2.423 especies de las cuales el 47% (1.155) son representadas
por la familia Buthidae, por lo que se identifica como la mas diversa'y con mayor importancia

epidemiologica®® e interés toxicoldgico en medicina humana,

1.3. Familia Buthidae

La mayoria de las especies medicamente relevantes pertenecen a la familia Buthidae®®, en los
ultimos afos particularmente se ha reconocido gque los venenos producidos por esta familia
tienen la capacidad de producir efectos citotoxicos en lineas celulares tumorales'®. De hecho,
la familia Buthidae es la mas grande y extendida®. Los escorpiones de esta familia son faciles
de reconocer porque tienen pinzas en sus pedipalpos que son largas y delgadas, un esternén
de forma triangular y una espina bajo el aguijon'’, los géneros mas importantes son el
Androctonus, Buthus y Leiurus en el norte de Africa y Asia occidental, Hottentotta en Asia
e India, Parabuthus en el sur de Africa, Centruroides en América del Norte y Tityus en Sur

América y el caribe®.

1.4. Veneno del escorpion Tityus macrochirus (Buthidae)

El género Tityus por su parte contiene muchas especies que han sido consideradas peligrosas
para los humanos debido a sus potentes venenos y la participacion en el escorpionismo®, las
mas venenosas son las especies brasilefias T. serrulatus y T. bahiensis®. Sin embargo, en
Colombia solo dos géneros y cuatro especies de esta familia revisten importancia
epidemiolégica (T. pachyurus, T. asthenes, T. fuehrmanni y Centruroides gracilis / C.
margaritatus)'®. En particular, el T. macrochirus es una especie endémica descrita por

Pococok en 1897 en Bogota, Colombia, no obstante se han encontrado especies a lo largo de
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Cordillera Central®.

El veneno total del escorpion T. macrochirus y de algunas de sus fracciones parcialmente
purificadas han demostrado actividad citotoxica sobre lineas celulares derivadas de cancer
de proéstata (PC3), colon (HT-29), mama (MDAMB 231) y cérvix (HeLa), particularmente
la citotoxicidad realizada en esta ultima linea celular, se desatacaron varias fracciones de
péptidos con efecto citotoxico, con un valor cercano de 1C50 de 10 ppm*. El efecto
citotoxico podria estar relacionado a las caracteristicas estructurales del veneno de T.
macrochirus y sus péptidos que se pueden asociar a diferentes mecanismos. Los péptidos
aislados del veneno total reportan pesos moleculares de 3 a 10 KDa, por lo que infieren que
se encuentren péptidos especificos para canales i6nicos (K" y Na*); ademas, en su estructura,
en general, se encontraron que los péptidos tienen 8 residuos de cisteina en su estructura, sin
embargo, el péptido FVV2-16 tiene 6 residuos de cisteina y especificamente identificaron que
tiene una masa de 3959,03 Da'®. No obstante, en unos estudios sobre la actividad sobre
canales ionicos, identificaron que el péptido FVV2-16 no tiene actividad sobre los canales de
potasio, sin embargo, dentro de los posibles mecanismos que explican el efecto citotoxico
esta la inhibicion de la MMP-2, activacion de la caspasa-3 y reconocimiento y actividad sobre

los canales iénicos de Ca** o CI-19,

1.5. Cancer de Cérvix y la linea celular HeLa

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por una proliferacién celular anormal e
incontrolada debido a cambios genéticos y/o epigenéticos que regulan el crecimiento celular,
la diferenciacion y muerte celular?’. Este crecimiento anormal se extiende més alla de sus
limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros
6rganos, proceso denominado metastasis?2. EI cancer de cérvix o mas conocido como cancer
de cuello uterino, es cuando las células anormales en el revestimiento del cuello uterino

crecen de manera descontrolada y eventualmente forman un crecimiento anormal (tumor)%.
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Por lo general, el tratamiento de este tipo de cancer se basa en el sometimiento del paciente
a una cirugia o a una combinacion de quimioterapia y radioterapia; sin embargo, depende de
en qué zona del cuello uterino se encuentra el cancer, que tan grande es, si se ha propagado
a cualquier otra parte de su cuerpo y su salud en general. Dentro de los medicamentos mas
frecuentemente utilizados en el proceso de quimioterapia son el cisplatino y carboplatino
(agentes alquilantes), paclitaxel (agente antimicrotubulos), topotecan y etopésido (inhibidor
de topoisomerasas)?*. Sin embargo, el cancer de cérvix es una enfermedad prevenible y puede
curarse si se detecta en una fase temprana. A pesar de ello, sigue siendo uno de los tipos de
cancer mas comunes y una de las principales causas de muerte entre mujeres de todo el
mundo. Segun las previsiones, entre los afios 2018 y 2030 el numero anual de nuevos casos
de céancer del cuello uterino pasard de 570 000 a 700 000. Es por ello, que buscar nuevas
posibles alternativas terapéuticas se ha convertido en el objetivo de varios investigadores?>.

La linea celular HeLa se desarroll6 en la década de 1950 a partir de una cepa especialmente
agresiva de células de cancer de cuello uterino tomadas durante una biopsia rutinaria a una
madre de 30 afios con cinco hijos, Henrietta Lacks?. La paciente fue diagnosticada en 1950,
y muere a la edad de 31 afios ?’; fue la primera linea celular humana establecida en cultivo y
desde entonces se ha convertido en la linea celular mas utilizada en la investigacion
bioldgica®®. En el laboratorio, las células resultaron tener una capacidad de supervivencia y
reproduccion alta?®, crecen a una temperatura de 37 °C y una atmosfera de 95% de Aire y
5% de CO,%; de hecho, las células fueron usadas en laboratorios alrededor del mundo y han
sido parte esencial del desarrollo de vacunas, como la vacuna contra el polio 2. Este tipo de
cancer ha sido objeto de estudio durante décadas, lo que ha permitido determinar diferentes
tipos de biomarcadores para su tratamiento y diagndstico, tales como, biomarcadores

basados en proteinas como las metaloproteinasas (MMP)%.

1.6. Metaloproteasas y el Cancer de cérvix.

La mayoria de las células se encuentran unidas entre si por uniones celulares formando
estructuras cooperativas denominadas tejidos, circundando por un espacio entre ellas se

encuentra la matriz extracelular (MEC), una red tridimensional que engloba todas las células
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y ademas es un ecosistema donde la célula realiza sus funciones vitales®!. La MEC esta
constituida por mdaltiples componentes, entre los que se encuentran los proteoglicanos
glucosaminoglicanos, proteinas estructurales tales como colageno y elastina, proteinas de
adhesion como fibronectina y laminina, estos componentes requieren una familia de
proteasas denominadas metaloproteasas (MMPs)®?, Las MMP son proteasas endogenas
(endopeptidasas) que se encargan de la degradacion de la MEC®3, estas desempefian un papel
fundamental en la invasion del cancer, la migracion, la metastasis y tumorigénesis, debido a
la cascada de sefializacion que promueve la MEC34, por ello es importante el blogqueo de la
expresion de las MMP en las células tumorales, ya que puede reducir significativamente la
invasion y la metastasis del tumor. Varios estudios clinicos sefialan la asociacion de la

expresion de MMP con la progresion del cancer de cuello uterino y de ovario®.

Los niveles de actividad de las MMP normalmente estan estrictamente controlados por medio
de la proteolisis para mantener de manera eficiencia la homeostasis, pero cuando se pierde
este control aumentan los niveles de expresion de proteasas asociandolo a diferentes tipos de
enfermedades®®. Debido a esto entre los afios 1900 y 2000 se realizaron mdltiples ensayos
clinicos en la bdsqueda de inhibidores sintéticos ya que se ha demostrado que las MMP tienen
participacion en la invasion tumoral debido a una serie de sustratos como es el colageno,
gelatinas, proteoglicanos y elastina que tienen en su composicion®. Por lo que se han
catalogado como dianas terapéuticas para el cancer®. La actividad de las MMP esta regulada
por la activacion e inhibicion proteolitica de la forma zimdogeno y su inhibidor natural, el
inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP). En condiciones patoldgicas, la
sobreexpresion de MMP o el control insuficiente de TIMP da como resultado la
desregulacién de la remodelacion de los tejidos, lo que provoca una variedad de
enfermedades como el cancer®® . Las MMP-2 y la MMP-13 han demostrado que ayudan a la
escision del pro-dominio en pro-MMP-9, el cual ha demostrado que afecta la invasion

tumoral y la metéstasis promoviendo la migracion celular.

Se ha reconocido que los inhibidores de MMP de amplio espectro y moderadamente

selectivos poseen actividad antiangiogénica. Sin embargo, un efecto secundario observado
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con frecuencia de los inhibidores de MMP a base de acido hidroxamico ha sido el sindrome
musculoesquelético®. En la generacion mas reciente de inhibidores de MMP tiene
selectividades deseables y farmacocinética mejorada, lo que da como resultado mejores
perfiles de toxicidad. La aplicacion de inhibidores selectivos de MMP llevo a la conclusion
de que MMP-2, MMP-9, MMP-13 y MT1-MMP no estan involucradas en el sindrome
musculoesquelético, un efecto secundario comdn observado con inhibidores de MMP de
amplio espectro®. Por otro lado, un estudio ha demostrado que las MMP expresadas por el
cancer de cuello uterino y de ovario ha sido la MMP-2 y MMP-9, son las que desempefian
funciones cruciales en la invasion y metastasis tumorales, por lo cual sugirieron la
importancia de dirigirse a estas proteasas para el tratamiento de los canceres de cuello de
cérvix y de ovario y su patogénesis, no obstante en el estudio sobre la linea celular HeLa
observaron que normalmente se sobreexpresa la MMP-2%. Un ejemplo de ello es la
clorotoxina (CITx) péptido purificado del veneno de L. quinquestriatus demostré ser capaz
de bloquear los canales de Cl de pequefia conductancia por su unién a la metaloproteasa-2
(MMP-2), esta union ha sido expresados especificamente en astrocitoma humano y células
de glioma. Cabe resaltar que CITx causa la endositosis de MMP-2 con CIC-3, un subtipo de
canal Cl regulado en forma ascendente en las membranas de glioma , agotando la superficie

celular de los canales de CI%2.

En la actualidad en el veneno del escorpién T. macrochirus se llevan a cabo estudios a nivel
protedmico y transcriptomico para completar la informacion e identificar posibles
actividades biologicas y biotecnolégicas asociados a los componentes del mismo, con base
en esos resultados, se exploran diferentes blancos terapéuticos y se plantean mecanismos por
los cuales se pueda explicar que los péptidos desarrollen un efecto citotdxico sobre las lineas
celulares evaluadas PC3, HT-29; SiHa, HeLa, HTB-26, A549 y MRC-5. Con el objetivo de
plantear los posibles mecanismos se utilizan los estudios bioinforméaticos o in silico que
permiten evaluar las interacciones entre moléculas ahorrando tiempo y dinero, debido a que
permite la busqueda y/o modelamiento computacional de estas, y asi evaluar su actividad®.
Este trabajo se enfoca en la prediccion de la actividad del péptido FVV2-16 extraido del veneno

del Tityus macrochirus sobre la metaloproteasa- 2 de la linea celular de cancer de cérvix.
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1.7. Venenos de escorpion y Cancer

Muchos péptidos de escorpion podrian ser Gtiles en el tratamiento de diferentes tipos de

cancer, dada su capacidad para alterar la permeabilidad de la membrana o para unirse

selectivamente a ciertos dominios receptores que inducen la muerte celular o la inhibicién

del crecimiento a través de varias cascadas de sefiales**. A lo largo de los afios se han

identificado varios péptidos de venenos de escorpion con capacidad de alterar el crecimiento

de células cancerosas especificas (Tabla 1).

Tabla 1 Actividades farmacoldgica de péptidos de venenos reportados. Actividades farmacoldgicas de
péptidos de venenos de escorpidn reportados en NCBI y clasificados por familia, especie y funcionalidad del

péptido en el cancer

Especie Familia Péptido Objetivo de Estudio
Extraido
Centruroides Buthidae Margatoxina | En linea celular de adenocarcinoma de
margaritatus (MgTX) pulmén humano A549P muestra una
reduccion del volumen tumor®.
Mesobuthus Buthidae Iberiotoxina | Inhibe el crecimiento e induce la muerte
tamulus (IbTx) celular del glioma y el cancer prostata
PC-3%.
Leiurus Buthidae | caribdotoxina | Detiene la migracion de fibroblastos
quinquestraiatus (ChTX) murinos NIH3T y células de melanoma
humano®.
hebraeus
Leiurus Buthidae Clorotoxina | Actta sobre los canales de cloro
quinquestraiatus (CTX o dependientes de voltaje, las proteinas de
unién a fosfolipidos dependientes de
hebraeus Clix) calcio (Anexina-2) y las MMP-2 en los
gliomas*.
Heterometrus | Scorpionidae | bengalina | Actla sobre las células humanas U937 y
bengalensis K562, parece que provoca cambios en el

potencial de la membrana mitocondrial
e inhibe las proteinas de choque térmico
HSP79 y HSP90 y promueve procesos
autofagicos*.
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Tabla 1-2 (Continuacion) Actividades farmacolégica de péptidos de venenos reportados. Actividades
farmacoldgicas de péptidos de venenos de escorpidn reportados en NCBI y clasificados por familia , especie y
funcionalidad del péptido en el cancer

Especie Familia Péptido Objetivo de Estudio
Extraido

Mesobuthus Buthidae hialuronidasa | Reduce el crecimiento del carcinoma

martensii BmHYA1 |Mmamario humano MDA-MB-231,
cataliza la degradacion del 4cido
hualurénico®.

Mesobuthus Buthidae BmKCTa | Actla sobre canales de Cl dependientes

martensii de voltaje, proteinas de union a
fosfolipidos dependientes de calcio®”.

Mesobuthus Buthidae rBmKCTA | Reduce la proliferacion de células de

martensii linfoma y glioma humano*’.

Pandinus Scorpionidae | Imperatoxina | Se han utilizado como transportadores

imperator A (IpTxA) de farmacos antineoplasicos en lineas

celulares de carcinoma de mama
humano MCF-7 y MDA-MB231. Estas
biomoléculas son de gran utilidad en el
desarrollo de nuevos farmacos que
reduzcan los niveles actuales de
resistencia a los farmacos
antitumorales*. Debido a que se une
especificamente a los receptores de
rianodina, proteinas involucradas en el
transporte de calcio intracelular*.

Scorpio maurus

palmatus

Scorpionidae

maurocalcina
(MCA)

Actla sobre los canales de cloro
dependientes de voltaje, las proteinas de
union a fosfolipidos dependientes de
calcio (Anexina-2) y las MMP-2 en los
gliomas*.
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En el proyecto de investigacion del que hace parte este trabajo, evaluaron la fraccion
parcialmente purificada del veneno total (VTnP), el cual redujo la viabilidad celular de la
linea celular HeLa hasta un 56% (a 56 pg/mL de la fraccion VTnP la viabilidad celular fue
del 60%). El péptido FVV2-16 contiene una masa de 3959,03 Da y al presentar pesos similares
al de la clorotoxina (4004,76 Da) se predice que podrian estar reconociendo

metaloproteasas™®.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Predecir la interaccion que realiza el péptido FV2-16 del veneno del escorpion Tityus
macrochirus (Buthidae) sobre la metaloproteasa-2 presente en la linea celular (HelLa)

derivada del cancer de cervix.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar el tipo de metaloproteasa presente en la linea celular del cancer de
Cervix.

e Predecir las caracteristicas estructurales y funcionales del péptido FV2-16.

e Determinar las interacciones entre la metaloproteasa presente en la linea celular
derivada del cancer de cérvix y el péptido FVV2-16 del veneno del escorpion Tityus

macrochirus.
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3 METODOLOGIA

3.1. Identificacion de la estructura de la MMP de cancer de cérvix.

Se realizo la busqueda en Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) por MMP-2, adicional

en bases de datos como PubMeb (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) por estructura de la
MMP-2.

3.2. Caracterizacion fisicoquimica del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus.

El peso molecular tedrico y el punto isoeléctrico, se identifico por medio de la herramienta

bioinformatica Expasy, en Compute pl/MW (https://web.expasy.org/compute pi/). Por otro

lado, empleando ProtScale (https://web.expasy.org/protscale/) se obtuvo los gréaficos

asociados a la hidrofobicidad por el método Kyte & Doolittle y el porcentaje de accesibilidad.

3.3. Caracterizacion funcional del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus.

De acuerdo con la estructura primaria de base que se tiene del péptido FV2-16 en formato
FASTA y con el fin de encontrar proteinas homologas con estructura ya determinada, la
secuencia de aminoacidos (GCNKLGRKCDSDSDCCRYGERCLSLGSGYFCKVDPGA)
fue sometida a la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), usando los

parametros predeterminados (Matriz BIOSUMG2, penalizacion de gap de existencia:11 y
extension:1). Se visualizo con MSA (Multiple Sequence Alignment Viewer application).
Luego, se identifico la funcion reportada en PDB para cada una de las estructuras (funcion
expresada en cada uno de los articulos donde se identifico el péptido), la informacion se
recopilo en forma de tabla. De igual manera, la secuencia FASTA se proces6 en MOTIF

(https://www.genome.jp/tools/motif/) para identificar los motivos funcionales.


https://www.rcsb.org/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://web.expasy.org/compute_pi/
https://web.expasy.org/protscale/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.genome.jp/tools/motif/
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3.4. Obtencidn de estructura secundaria del péptido FVV2-16 del veneno de escorpion

T. macrochirus.

La secuencia del péptido FVV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus en formato FASTA
fue analizada bajo el método de prediccion de estructura secundaria SOPMA (https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). Ademas, la

secuencia se someti6 a JPred (https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) que usa el

algoritmo Jnet para identificar la prediccion de la estructura secundaria a partir de

alineamientos de proteinas homdlogas de estructura conocida.

3.5. Obtencidon de la estructura tridimensional del péptido FV2-16 del veneno de

escorpién T. macrochirus.

Para obtener la estructura tridimensional la secuencia de aminoacidos del péptido FV2-16
del veneno de escorpion T. macrochirus en formato FASTA, fue analizada por los siguientes

métodos:

- |I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement) https://zhanggroup.org/I-

TASSER/ con los parametros establecidos por default.

- HHpred https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred),  seleccionando las
secuencias con un porcentaje de identidad superior al 85% y por medio de
MODELLER https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/modeller predecir una posible

estructura.

- SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org/interactive se proceso la secuencia

de aminoacidos para visualizar el modelo predicho por esta herramienta.
- PEP-FOLD https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/, con el fin

de encontrar la mejor prediccion de la estructura, también se procesd por la

herramienta.


https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/modeller
https://swissmodel.expasy.org/interactive
https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
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Los modelos se evaluaron conforme a lo identificado en la prediccion de la estructura
secundaria, eliminando algunos modelos no viables. A través del programa ProCheck

https://saves.mbi.ucla.edu/ y la herramienta del diagrama de Ramachandran que proporciona

informacion sobre la fiabilidad de la estructura, se selecciond la dptima para realizar el

acoplamiento molecular.

3.6. Acoplamiento molecular del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus y la MMP-2.

Inicialmente, se descarg0 la estructura en formato PDB de la MMP-2 desde el Protein Data
Bank con codigo 1CK7 y junto con la estructura mas optima predicha del péptido FV2-16 se
prepararon por medio del programa de Chimera y la herramienta Dockprep, eliminando
moléculas como iones no acoplados y solventes, agregando cargas e hidrogenos sobre los
residuos y se descargé el formato PDB final de cada estructura. Posteriormente, el formato
PDB de la MMP-2 se proceso bajo la herramienta GASS-WEB https://gass.unifei.edu.br/ que

es un servidor web para identificar el sitio activo de enzimas basado en algoritmos genéticos*®
con un tamafio de plantilla de 8. Finalmente, se ingresaron las dos estructuras (MMP-2 y
FV2-16) en formato PDB en HADDOCK https://wenmr.science.uu.nl/haddock?2.4/, para ello

fue necesario indicar la posicion de los residuos activos identificados previamente,

adicionalmente los parametros del Docking se mantuvieron los establecidos por default.

Los docking predichos por HADDOCK se evaluaron de acuerdo con el Z-score y el puntaje
de HADDOCK vy se eligi6 el cluster méas fiable, posteriormente se visualizé en el programa
Discovery Studio las interacciones, analizando las distancias entre estas y evaluando las mas

favorables y desfavorables, y con ello, establecer un posible mecanismo de accion.


https://saves.mbi.ucla.edu/
https://gass.unifei.edu.br/
https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/
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4 RESULTADOS

4.1. Estructura de la MMP-2 de la linea celular HelLa de cancer cérvix

Se identificd la estructura de una pro-Metaloproteasa de matriz-2 de gelatinasa A,
identificada con el Cédigo PDB 1CK7 del Homo Sapiens y expresada en Trichoplusia ni, fue
reconocida tras el método de difraccion de rayos X con una resolucion de 2.80 A. Estructura
predicha a partir de una secuencia de 660 Aminoacidos (Figura 1), dentro de la estructura se
identificaron 5 ligandos cada uno representados de un color: un ion sulfato (SO?%) , un ion
Zinc (Zn?*), un ion Calcio (Ca?*), un ion Cloro (CI") y un ion sodio (Na*)* los cuales se

encuentra en la figura 1.

Figura 1 Estructura tridimensional de Metaloprotasa-2. Estructura terciaria de la metaloproteasa-2 (MMP-
2) obtenido por medio de software Chimera con visualizacion de rainbow donde cada cadena del
biopolimero se colorea en la lista de colores determinada iniciando desde el azul donde se identifica
el extremo del N-terminal hasta el rojo el extremo del C-terminal. Identificando los ligandos de
color amarillo: Azufre, Morado: Na, Verde: Cl, Rojo: Ca y Gris: Zinc
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4.2. Caracterizacion fisicoquimica del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la secuencia FASTA del péptido FV2-16 (Tabla 2)
determinadas por la herramienta Compute pl/Mw arrojo un punto isoeléctrico (PI) de 7,76 y
un peso molecular de 3964,47 Da; sin embargo, experimentalmente el peso molecular
reportado fue de 3959,03 Da y el punto isoeléctrico no se especifico®, no obstante,
previamente determinaron que por su movimiento en la electroforesis y de acuerdo con su
bajo peso molecular es neutro®. Al comparar el peso molecular tedrico y experimental del
péptido FVV2-16 (Tabla 3) aislado del veneno de escorpién del T. macrochirus se identifico
una minima variacién de 5,47 Dan en cambio, el punto isoeléctrico reportado y el predicho

son similares.

Tabla 2 Secuencia FASTA del péptido FV2-16. Secuencia aminodcidos que conforma el péptido FV2-16 del veneno
de escorpidn T. macrochirus.

SECUENCIA FASTA
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Tabla 3 Comparacién datos tedricos y experimentales de pl y MW. Comparacion de valor de PI (Punto isoeléctrico)
y Mw (peso molecular) obtenido con el reportador en la tesis

Tedrico Experimental
Pl 7.76 pH Neutro
Mw 3964,47 Da 3959,03 Da

En cuanto al perfil de hidrofobicidad y accesibilidad (Figura 2) del péptido FV2-16 muestra
en general valores bajos de hidrofobicidad y altos valores de accesibilidad lo que sugieren
que el péptido FV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus es un péptido hidrofilico.
Cabe mencionar que su punto mas hidrofilico y accesible (punto rojo ‘Figura 2-A’ y azul
‘Figura 2-B’ respectivamente) que corresponde al acido aspartico que es un aminodcido (AA)
con cadena lateral cargada negativamente a pH cercano a 7 %°, Mientras, que el punto mas

hidrofobico y menos accesible corresponde a la glicina (punto amarillo ‘Figura 2-A’ y
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morado ‘Figura 2-B’ respectivamente), siendo un AA apolar lo que le confiere parte del
caracter hidrofobo del péptidos FV2-16. Sin embargo, dentro de su estructura tiene
aminoacidos como la Serina (posiciones 11, 13, 24 y 27) (Tabla 3), Cisteina (posiciones 2,
9, 15, 16, 22 y 31), tirosina (posiciones 18 y 29) y Asparagina (posicion 3) que tiene en su

estructura grupos funcionales neutros y polares capaces de interactuar con el receptor *°.

(A) (B)
1.5 v v v v | 7.5 ¢ - v - v .
Hphob. / Kyte & Doolittle % accessible residues
1} GLY - SER ) 71 7 ASP
5 } 1 6.5 |
3
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- ]
1 45
2 4 | at
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P o p y F 3 3 35 L i i i h i H i
9 1 15 2( 25 D > 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 2 Grdficas de hidrofobicidad y Accesibilidad del péptido FV2-16. Perfil de hidrofobicidad del péptido
FV2-16. A) Representacion grafica del comportamiento hidrofébico del péptido FV2-16 del veneno de
escorpion T. macrochirus donde la glicina es el aminoacido mas hidrofébico. B) Representacion grafica del
comportamiento de accesibilidad que tiene los residuos del péptido FV2-16 del veneno de escorpién T.
macrochirus donde la Asparagina es el aminodacido mas accesible.

4.3. Caracterizacion funcional del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus.

Se encontraron 13 secuencias con porcentaje de identidad mayor a 60% (Tabla 4) todas
identificadas de organismos pertenecientes al orden Scorpionida. La relacion taxondmica del
péptido FV2-16 permite inferir que la secuencia entre los péptidos identificados de los
venenos de escorpiones de la familia Buthidae tienen similaridad. De hecho, el péptido con
mayor porcentaje de identidad (74,29%) al péptido F\V2-16 esté asociado con el péptido Phi-
buthitoxin-Hjla del organismo Hottentotta judaicus (Escorpion negro) que pertenece a la

familia Buthidae, los resultados indican que este péptido tiene una coincidencia de 26 AA
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sin gaps. El péptido Phi-buthitoxin-Hjla corresponde a una proteina que puede aumentar la
liberacion de calcio intracelular a través de la activacion de los receptores nucleares de
inositol 1,4,5-trifosfato (ITPR) de los cardiomiocitos, provocando asi un aumento en la

frecuencia de contraccion de estas células®!.

Se identifico el dominio funcional reportado para las estructuras con un porcentaje de

alineacion superior a 60% con el péptido FVV2-16 obtenido lo referenciado en la Tabla 4.

Tabla 4 Actividad reportada de los péptidos homadlogos a FV2-16. Porcentaje de identidad de péptidos que
tiene mayor similitud con el péptido FV2-16 del escorpidn T. macrochirus.

Porcentaje
de
identidad
(%)

Hottentotta judaicus | Phi-BUTX-Hjla 74,29

Organismo Péptido Actividad

Incrementa el calcio
intracelular L.

Buth_us ocgitanus Tx758 66 Incrementa el %2Icio
israelies intracelular®~.
Mesobuthus eupeus pMeKTx30-3 67 Bloquea canales de potasio®
Mesobuthus eupeus ImeG2 66,67 precursor de la toxina>,
Mesobuthus eupeus lamda 64,86 Toxina del canal de potasio®.
Inhibidor del canal de potasio
Mesobuthus eupeus lambda-MeuTx 63,89 e incrementa el calcio

intracelular®3°,
Incrementa el calcio

Mesobuthus martensii | Toxin Bmca-1 63,89 . 56
intracelular
Mesobuthus martensii BmKCa 63,89 Inhlbldczzgg&ganal de
Androctonus bicolor AbcaTx1 63,89 Bloquea canales de calcio®.
Mesobuthus eupeus pMeKTx30-2 63,89 Bloquea canales de potasio®.
Mesobuthus eupeus pMeKTx30-1 63,89 Bloquea canales de potasio®.
Tityus serrulatus CCP-Ts 61,29 Modulador de canales de

calcio intracelulares®.
Mesobuthus gibbosus Mgib3 61,11 Toxina del canal de calcio®.
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Adicionalmente, los motivos funcionales arrojados por MOTIF (Tabla 5), indican que el
péptido FV2-16 puede tener una actividad inhibitoria de canales idnicos o una actividad

relacionada a la superfamilia de conotoxinas I, que son moduladores de canales de potasio®’.

Tabla 5 Resultados MOTIF. Motivos funcionales del péptido FV2-16 del veneno del escorpidon T. macrochirus
por la herramienta de MOTIF

Pfam Descripcion
Toxin 12 PFO7740, lon channel inhibitory toxin
Conotoxin_12 | 12 - superfamily conotoxins

En general se esperaria que el péptido FV2-16 tenga una actividad sobre canales ionicos,
teniendo en cuenta los motivos funcionales identificados y las funciones reportadas por las
proteinas con un porcentaje de identidad alto (>60%).

4.4, Estructura secundaria del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus.

La prediccion codificada por SOPMA clasifica la secuencia del péptido FV2-16, a partir de
los 37 aminoacidos del péptido FV2-16 por colores®? y por los codigos de una sola letra del
algoritmo de estimacion de enlaces de hidrogeno (DSSP) 8, donde se detectan cuatro clases
de estructura secundaria: helice %, hojas extendidas, giros  y random coil. Los
resultados de SOPMA indica que gran parte de la estructura secundaria del péptido FV2-16
corresponde a la clase de Random coil (c) con el 64,86%, es decir, 24 de los 37 aminoacidos
de la longitud total de la cadena se predice que tienen esta estructura. La otra parte de la
estructura esta definida por enlaces hidrogeno que conforman helices « (h) con el 16,22%
los cuales corresponde a 6 aminoacidos de la proteina, el 13,51% respecto a hojas extendidas
(e), es decir que 5 aminoacidos podrian tener esta caracteristica y el 5,41% pertenece al giro
beta (t) que se encuentra solo en 2 aminoacidos. Por otro lado, el analisis estructural por
similitud de Jpred arrojé una zona especifica de 8 aminoacidos (AA) que se asocia a una
estructura de hélices Alpha y una zona final de 4 AA asociada a hojas plegadas Beta (tabla
5).
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Tabla 6 Comparacion de resultados SOPMA y Jpred. Visualizacidn de las posiciones de los aminodacidos de las
estructuras asociadas a la estructura secundaria. Identificando por letras las cuales hace referencia Random
coil (C); Hélices x (h); Hojas extendidas (e); Giros B (t).

6| c|nJk]L|a[Rr]k[c]D]s]|p]s|p|c[c|r]¥]G|e[R][c]L]s|L]a]s]a]Y]F|[c][Kk|v]D]P]G]A
SOPMA h|h
spred |- [-[-T-T1-1-1-T-1-1-1-T-T-1-1-T-Tnln]n]n]n]n]n]n]-T-T-T-Telelelel-T-T-]-]-

>
>
>
>
()

—+
—+

Al comparar lo obtenido por SOPMA vy Jpred (Tabla 6), encontramos que es probable
encontrar una zona asociada a estructuras de hélice Alpha entre los AA 16 — 24 y una zona
de hojas plegadas Betha entre los AA 29 — 32.

4.5. Estructura terciaria péptido FVV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus

El programa I-Tasser genero 5 predicciones de modelos tridimensionales con C-score entre
-3,51y-1,47, este valor de C-score es un puntaje de confianza para la estimacion de la calidad
de los modelos predichos por el programa®*, se seleccionaron los 2 modelos con mayor C-
score, es decir, los que tenian mayor puntaje de confianza (-1,60 y -1,47). Por otro lado, los
modelos predichos por HHpred y SwissModel se descartaron debido a que en sus

visualizadores solo se evidenciaban estructuras de tipo random coil.

En PEP-FOLD se generaron 5 modelos que fueron evaluados en PROCHECK junto a los dos
modelos seleccionados anteriormente de I-tasser con mayor C-score, para un total de 7
modelos evaluados; por medio del diagrama de Ramachandran.

El diagrama de Ramachandran muestra la distribucién estadistica de las combinaciones de
los &ngulos diedros y estos valores suelen utilizarse para la validacion de la estructura
tridimensionales de proteinas en general %. El porcentaje de las zonas (A, B, L) esta asociado
a los residuos que se encuentran en la region mas favorable del diagrama. Los modelos
evaluados, tuvieron diversos puntajes entre 41,4% y 96,6% en las zonas (A, B, L), teniendo
en cuenta que los angulos de torsion de los enlaces de la estructura del péptido FV2-16,

demuestran conformaciones tipo hélice a y hojas plegadas S estéricamente estables, debido
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a que cada residuo de aminoéacido del péptido tiene un conjunto especifico de angulos donde
no hay colisiones estéricas entre las cadenas laterales y la cadena principal®®; cada residuo se
ve representado como un punto en las zonas favorables determinadas como A,B,L (parte
superior e inferior derecha del diagrama — Anexo 1: Diagrama de Ramachandran) lo que
indica que esta estructura es mas posible estéricamente. El puntaje mas bajo esta asociados a
los modelos de I-Tasser. Se eligio el modelo que obtuvo una evaluacion de Ramachandran

mayor (96,6%), el cual corresponde al modelo 2 predicho por PED-FOLD (Figura 3).

b
< A
| :/ ’1

Figura 3 Modelo de estructura terciaria del péptido FV2-16. Las formas en espiral corresponden a hélice, y
los hilos a conformaciones random coil. Modelo obtenido por PED-FOLD.

4.6. Acoplamiento molecular del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus y la MMP-2.

Para la identificacion de los residuos activos se uso la herramienta GASS donde tras un
algoritmo genético nos arroja los posibles AA involucrados en el bolsillo de la MMP-2
indicando un fitness score es una desviacion cuadratica media modificada entre la plantillay
los residuos de aminoacidos buscados, es decir, que el fitness score indica el grado de
similitud estructural del sitio candidato con la plantilla analizada®, las primeras 21

alineaciones de residuos activos que encuentra el algoritmo para la MMP-2 los relacionan al



Resultados 36

PDB del codigo 1EFO0 que corresponde a una hidrolasa (PI-Scel) que es una miembro de la
clase de proteinas conocidas como inteinas ¢’. Sin embargo, la de menor fitness score tiene
un puntaje de 69.5% que representa los 8 residuos activos de la MMP-2 (Tabla 7) y sefialados
en la MMP-2 (Figura 4).

Tabla 7 Residuos Activos de la MMP-2. Obtenidos a partir del software GASS.

Aminoacido | ALA | ASN | THR | HIS | GLY | ILE | ALA | CYS
Posicidén 196 | 111 | 56 | 407 | 406 | 169 | 194 | 102

Figura 4 Visualizacion de los residuos activos en la estructura de la MMP-2. Visualizacidn de los residuos
activos en la estructura de la MMP-2 donde se realizara el acoplamiento molecular.

Para la evaluacion de las posibles interacciones entre el péptido PV2-16 del veneno de
escorpion T. macrochirus y la MMP-2 se utilizo el programa de HADDOCK, el cual agrupo
las posibles 163 interacciones en 11 grupos, de los cuales se seleccionaron los 5 grupos mas
fiables segun su Z-score, entendiendo que el Z-score es un valor que indica cuantas
desviaciones estandar del promedio se encuentra este grupo en términos de puntaje,
conociendo que entre mas negativa, va a ser mejor®; asi mismo, la puntacion de HADDOCK,

es la suma ponderada de las energias de Van der Waals, la energia electrostatica y la de
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desolvatacion % esta puntuacion indicara el complejo proteina — ligando més preciso basado
en la estabilidad energética’, al igual que el Z-score es una variable asociada con valores

negativos que indican la estructura mas confiable. En la Tabla 8Tabla 8, se recopilan los 5

grupos de las interacciones mas fiables y sus puntajes.

Tabla 8 Puntuacion de los clusters (HADDOCK). Puntajes correspondientes a los mejores 5 modelos de
acoplamiento molecular realizados en el software HADDOCK

PARAMETROS | GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO9 | GRUPO 11 | GRUPO 3
HADDOCK -78.8+/-2.2 | -71.9+/-45 | -60.0+/-9.7 | -59.4+/-13.4 | -56.6+/-3.9
score

Energia de Van | -70.3 +/-6.3 -50.1+/-3.7 | -31.0+/-4.6 | -49.0+/-4.8 -42.4+/-4.7
der Waals

Energia -133.5 +/- -174.0+/- -361.8+/- -189+/-46.8 | -125+/-13.7
electroestatica 29.4 40.3 24.3

Energia de | -15.1+/-1.0 | -22.5+/-0.2 7.4+/-2.4 -10.3+/-2.9 -21.4+/-2.6
desolvatacion

z-score -2.0 -1.3 -0.3 -0.2 0.1

Posteriormente, se decidié visualizar los docking del grupo 1 que tiene las mejores
puntuaciones con un Z-score de -2.0 y una puntuacion de HADDOCK de -78.8, para los
cuales se recopilo los datos de los puntajes de cada una de las estructuras de este grupo en la
Tabla 9.

Tabla 9 Puntuacion estructuras del Grupo 1. |dentificacién de energia de enlace de las estructuras
propuestas por el Software HADDOCK para el Grupo 1.

Estructural | Estructura?2 | Estructura3 | Estructura4
Energia de solvatacion -15.1194 -13.4991 -16.3513 -15.2612
(Kcal/mol)
Energia de union -182.579 -151.925 -128.378 -126.236
(Kcal/mol)
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De acuerdo, a los datos se interpreta que el mejor docking corresponde a la estructura 1
debido a que su energia de enlace corresponde al dato mas negativo (-182,579 Kcal/mol), lo
que permite inferir que las interacciones presentes surgen espontaneamente por lo que el

consumo de energia es minimo.

Al visualizar el modelo de acoplamiento (Figura 5) en Discovery Studio se observé gque estan
presentes 20 interacciones 2 de tipo electrostatica, 12 de enlaces de tipo convencionales
(puentes de hidrogeno) y 6 de tipo hidrofobico; las 20 interacciones en general tienen
longitudes de enlace entre 1,65331 Ay 5,42630 A.

Ligando (FV2-16)

/

N

——»Receptor (MMP-2)

/""'

Figura 5 Acoplamiento Molecular (FV2-16 y MMP-2). El receptor esta en su estructura globular y el ligando
estd en su estructura terciaria.

Las interacciones de tipo electrostatico estan caracterizadas por ser interacciones atractivas
o repulsivas entre moléculas cargadas, se pueden clasificar en ion-ion, ion-dipolo y dipolo-
dipolo ™, los pares de iones también se conocen como ‘puentes salinos’ se forman cuando el
grupo cargado de un aminoécido cationico se sitGia alrededor de 3.0A a 5.0A del grupo
cargado de un aminodacido aniénico "2. En el modelamiento del péptido FV2-16 del veneno
del escorpion T. macrochirus y la MMP-2 hay dos interacciones de tipo electrostatico

(puentes salinos) especificamente interacciones atractivas en las que esta involucrada en
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ambos casos la arginina (ARG115) del receptor donde el grupo NHs* actia como donor con
dos aminoacidos del ligando (acido glutamico (GLUZ20)) y acido aspartico (ASP10)) donde
el grupo COO" actlia como aceptor, las longitudes de enlace de estos son 1,65A y 1,98A,
respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10 Interacciones electrostaticas. Los colores muestran Gris claro: hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris
oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Longitud S
ipo de i6
Receptor Ligando de enlace | P » Interaccion
interaccion
A)
Arginina | Ac. Glutamico | 1,65 Puentes
. Glu
(115) (20) Salinos
" Arg
Arginina | Ac. Aspartico | 1,98 Puentes
(115) (10) Salinos

Las interacciones de enlace de hidrogeno es una interaccion atractiva entre un dador de enlace
de hidrogeno (atomos de hidrogeno unidos a atomos electronegativos como el Oxigeno,

Nitrégeno, Fluor y de forma maés débil Cloro y Azufre) y un aceptor de enlace de hidrogeno
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(grupos que poseen un par de electrones no compartido)’:. La distancia de enlace hidrogeno
si se encuentra menor a < 2.50A se considera que presenta una fuerza de enlace estable, por
el contrario, si esta distancia es mayor, menor sera su fuerza de enlace’. Se evidenciaron 12
enlaces de hidrogeno que se evidencian en la Tabla 11 con sus respectivas longitudes de
enlace. Las interacciones entre ARG115 - CYS16 y TYR182 — VAL33 tienen longitudes de
enlaces superiores a 2.50A, lo que sugiere que tienden a ser mas débiles que los otros enlaces
de tipo hidrogeno. No obstante, las ultimas 4 interacciones mostradas en la Tabla 11 son
enlaces de hidrogeno que involucran carbono, debido a que el carbono no es lo
suficientemente electronegativo para formar buenos enlaces de hidrogeno estos se

caracterizan por ser débiles’?, de alli la razon de que sus longitudes de enlace sean mayores.

Tabla 11-1 Interacciones no covalentes (FV2-16 y MMP-2). Los colores muestra Gris claro: hidrégenos, Azul:
nitréogeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Longitud
Receptor Ligando de enlace | Donor | Aceptor Interaccion
A)
Gly
Lisina _ <
(62) Glicina (26) 1,86 Lys Gly
Lys
Tirosina Ac
Aspartico 1,81 Tyr Asp ‘
(110) (10) '
Asp
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Tabla 11-2 (Continuacién) Interacciones no covalentes (FV2-16 y MMP-2). Los colores muestra Gris claro:
hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Longitud
Receptor Ligando de enlace | Donor | Aceptor Interaccion
(A)
Arginina Ac
g Aspartico 1,68 Arg Asp
(115) (10)
Arg
Arginina Cisteina (16) 2,78 Arg Cys
(115) ’
I
F
Cys
Arg
Arginina Cisteina (9) 2,33 Arg Cys Ee
(115) ’ e,
Cys
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Tabla 11-3 (Continuacién) Interacciones no covalentes (FV2-16 y MMP-2). Los colores muestra Gris claro:
hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Longitud
Receptor Ligando de enlace | Donor | Aceptor Interaccion
(A)
Arg
Arginina Cisteina (15) 2,35 Arg Cys
(115) ’
S Cys
. Tyr
Tirosina .
(182) Leucina (23) 1,69 Tyr Leu
P Leu
. . Tyr
Tirosina i
(110) Valina (33) 2,84 Val Tyr x
Val
- Ac. ;-
Arginina Glutamico 3,32 Arg Glu Glu
(115) (20)
Arg
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Tabla 11-4 (Continuacién) Interacciones no covalentes (FV2-16 y MMP-2). Los colores muestra Gris claro:
hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Longitud
Receptor Ligando de enlace | Donor | Aceptor Interaccion
(A)
I -
Gly \
%
Glicina . \
(181) Serina (24) 3,65 Gly Ser

Ser

Glicina .
(59) Glicina (28) 3,36 Gly Gly u ﬁ

Tirosina . i
(110) Lisina (32) 3,61 Lys Tyr rU/l

Por otro lado, los grupos aceptores principales involucrados en las interacciones son el COO"
presentes en aminoacidos como acido aspartico (ASP) y el acido glutdmico (GLU), el grupo
tiol (SH) la cual esta presente en la cadena lateral de la cisteina; los principales donantes son
los NH3" presente en la Lisina (LYS) y la Arginina (ARG). No obstante, hay grupos que se
pueden comportar como donadores y aceptores tales como OH™ presente en la Tirosina
(TYR), CH como la Valina (VAL). De igual se corrobora que los aminoacidos identificados
como accesibles previamente, en efecto estan involucrados en las interacciones Ligando-

receptor.
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Las interacciones de tipo hidrofobico son interacciones atractivas entre las partes
hidrofobicas de un sistema (ej. Proteinas), estas interacciones son el resultado de la dispersion
de london; la tendencia de las moléculas arométicas a apilarse a menudo se atribuye a un
efecto conocido como apilamiento © — 7, donde da la impresién de que los orbitales son el
principal contribuyente en la interaccion y dado que todos los orbitales del enlace estan
llenos, la interaccion entre estos orbitales sera repulsiva’, sin embargo, las interacciones
hidrofdbicas contribuyen a la unién”. Dentro del acoplamiento entre FV2-16 y MMP-2 se
identificaron 4 interacciones de tipo hidrofobica relacionada a grupos aromaticos en las
estructuras de los aminoacidos (Tabla ) y sus altos valores en longitud de enlace debe a que

las interacciones son de tipo repulsivo.

Tabla 12-1 Interacciones hidrofobicas de tipo aromadtico (FV2-16 y MMP-2). Los colores muestra Gris claro:
hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Receptor Ligando Longitud | Tipo de Interaccion

de enlace enlace

(A)
Tirosina Cisteina (31) 3.83 T—0 Cys
(110)
Fenilalanina Arginina 5.43 w — alkyl
(112) (21)

Phe
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Tabla 12-2 (Continuacion) Interacciones hidrofébicas de tipo aromdtico (FV2-16 y MMP-2). Los colores
muestra Gris claro: hidrégenos, Azul: nitrégeno, Gris oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Receptor Ligando Longitud | Tipo de Interaccion
de enlace enlace

(A)
Prolina (105) | Fenilalanina 5.22 T — alkyl

(30) p _ Pro

Phe

Alanina Fenilalanina 5.19 w — alkyl

wy | e P =
I

Phe i
[
|

Ala

Otro tipo de enlaces hidrofébico que se identificd son los conocidos como alkyl entre
ALA108 — LYS32 y ARGI115- CYS16 con longitudes de enlace 4.58A y 4.99A
respectivamente, las cuales son interacciones débiles de van der Waals al ser cadenas

laterales de aminoécidos no covalentes (Tabla 13), que interaccionan entre si .
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Tabla 13 Interacciones de Van der Waals. Los colores muestra Gris claro: hidroégenos, Azul: nitrégeno, Gris
oscuro: carbonos, Rojo: oxigeno y Amarillo: azufre.

Receptor | Ligando | Longitud | Tipo Interaccion
de enlace de
(A) enlace
Alanina Lisina (32) | 4.58 van der
(108) Waals Ala
Arginina | Cisteina 4.99 van der
(115) (16) Waals
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5 DISCUSION

5.1. Estructura de la MMP-2 de la linea celular HelLa de cancer cérvix

Catalytic domain

;féggg:a t ! Hemopexin like
domain

Pro-domain Linker

Fibronectin type-I| region
module inserts

Figura 6 Estructura de las MMP de tipo gelatinasa Péptido sefial (Amarillo), Pro-dominio (verde), dominio
catalitico (Azul), insertos de fibronectina Il (Fucsia), region linker (Rojo) y dominio de tipo hmopexina
(Naranja).

Fuente: Fields GB. Mechanisms of action of novel drugs targeting angiogenesis-promoting matrix
metalloproteinases. Front Immunol. 2019;10(JUN):1-10. doi:10.3389/fimmu.2019.01278.

La estructura de las MMP (Figura 6) estd conformadas por un péptido sefial (Amarillo), un
prodominio (verde) y un dominio catalitico (CAT) con un Zn?* (Azul) y en especial las
MMP-2 y MMP-9 tienen insertos de fibronectina tipo Il (Fucsia), una region linker (rojo) y
un dominio de tipo hemopexina (Naranja)®. La MMP-2 extraida de la base de datos Protein
Data Bank con cédigo 1CK7 (Figura 7) es una Pro-MMP por lo que se encuentra sin el
péptido sefal, no obstante, en la estructura reportada se pueden visualizar todos los dominios
estructurales esperados.
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Catalytic

4

oy |
COOH A, )% W_S
N

Figura 7 Estructura de las MMP-2 (1CK7) El predominio (Rojo), el dominio catélico (Azul), los dominios de tipo
fibronectina (verde), dominio Hemopexina (Amarillo), lones de Ca (Fucsia), lones de Zn (Rojo).

v

é.

Fuente : Morgunova E, Tuuttila A, Bergmann U, et al. Structure of human pro-matrix metalloproteinase-2:
Activation mechanism revealed. Science (80). 1999;284(5420):1667-1670. doi:10.1126/science.284.5420.1667

5.2. Caracterizacion fisicoquimica del péptido FV2-6 del veneno de T. macrochirus

Al comparar el peso molecular teérico y experimental del péptido FVV2-16 aislado del veneno
de escorpion del T. macrochirus se identific6 una minima variacion de 5,47 Da, esta
diferencia se puede asociar al método de prediccion del peso molecular de la herramienta
Compute pl/MW, debido a que tedricamente la herramienta calcula la sumatoria basado en
el promedio de las masas isotopicas de cada aminoacido y de una molécula de agua’”. Asi
mismo, experimentalmente cuando evaluaron el punto isoeléctrico (pl) del veneno total de
T. macrochirus reportaron que los péptidos con un peso molecular igual o inferior a 10 kDa
se localizaron en zonas de pl cercano a pH neutro®, lo que indica que concuerda con lo que

predice la misma herramienta mencionada anteriormente.
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El péptido FV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus en promedio tiene un peso
molecular de 3961,75 Da por lo que se considera una molécula de gran tamario, ya que estas
suelen oscilar en un rango de 3000 a 150000 Da y su uso en medicamentos suele requerir un
uso intravenoso en vez del formato por via oral (tableta) 8. Por lo que, el péptido FV2-16 de
origen bioldgico (veneno del T. macrochirus) tras un proceso de desarrollo de nuevos
medicamentos, se esperaria que pertenezca a la rama de medicamentos bioldgicos para el
tratamiento contra el cancer y que tenga una presentacion de inyectable, como lo suelen tener
este tipo de medicamentos, debido a que los productos bioldgicos se aislan de una variedad
de fuentes naturales (humanas, animales o microorganismos) ’°. De hecho, los medicamentos
bioldgicos son administrados por inyeccion o infusion porque son proteinas que se digieren

rapidamente o se inactivan si se dan por via oral®.

El punto isoeléctrico (pl) de las proteinas se correlaciona con su biodisponibilidad cuando la
administracion es por via subcutanea, por lo que las proteinas con valores altos de pl tienen
una disponibilidad méas baja y las que tengan valores de pl méas bajos pueden ser mejores
candidatas para disefiar la préxima generacion de terapias proteicas con mayor disponibilidad
a nivel subcutaneo 8. El punto isoeléctrico del F\V2-16 al ser neutro, se esperaria que tuviera
una disponibilidad medianamente buena si se disefiara una formulacion de administracion
subcutanea, sin embargo, hay que tener en cuenta que existen otros factores como la carga,
el peso de la molécula y la solubilidad de las proteinas que influyen en la biodisponibilidad

final.

5.3. Caracterizaciéon funcional del péptido FV2-16 del veneno de escorpién T.

macrochirus

Uno de los inhibidores selectivos de MMP-2 reportadas es la clorotoxina (CITx) es un
péptido de 36 residuos aislado del veneno del escorpion amarillo israeli  Leiurus
quinquestriatus que se une preferentemente a tumores neuroectodermicos y exhibe la

actividad antiangiogénica y antiinvasion®, ademas, se identifica que FV2-16 tiene algunas
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similitudes con la clorotoxina (CTX) en cuanto a su tamafio debido a que la clorotoxina tiene
un peso molecular de 4000 Da y la FV2-16 es de 3959.03 Da y un porcentaje de identidad
entre los dos péptidos de 50% , por lo que se puede inferir que este tenga una relacion entre
actividad y mecanismo® debido a su actividad sobre el canal de cloro 3 (CIC-3) inhibiendo
el gradiente de voltaje y sobre la MMP-2, de hecho se reporta que el CIC-3 y la MMP-2
forman un complejo proteico localizado en el mismo dominio de la membrana y la
interaccion del CIC-3 con la MMP-2 disminuye la expresion superficial de CLC-3 y terminan
obstruyendo las corrientes de cloruro®®, relacionado a las actividades reportadas en los
motivos funcionales descritos por MOTIF de FVV2-16 y la actividad de las proteinas con altos
porcentajes de identidad con el péptido FV2-16, que asocian a que este péptido tenga
actividad sobre canales i6nicos y también puede llegar interactuar con MMP-2, formando

complejos similares a la Clorotoxina.

Por otro lado, se identifico que el gen QIR172 que codifica la proteina ‘Neurogenic locus
notch homolog protein 3°, con la cual tiene una identidad del (43,2%) el péptido FV2-16.
Gen que reporta funciones de union a enzimas y activacion de los receptores de
sefializacion®*. Por lo que se podria esperar que el péptido FV2-16, logre realizar interaccion

0 union con la MMP-2 y asi interferir en su mecanismo de accion.

5.4. Estructura del péptido FVV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus

El resultado de la prediccion estructural secundaria realizada por SOPMA y JPRED,
coincidid parcialmente con la visualizacion que se obtuvo por PEP-FOLD para la estructura
terciara, donde coincidieron los residuos que se encuentra a lo largo de la cadena desde el N-
terminal (Glyl, Asn3 hasta Cys15) y una parte del C-terminal (Gly26, Gly28, Pro35, Gly
36), estas zonas se encuentran conformadas por hebra de random coil, debido a que los
aminoéacidos de prolina (Pro), aspargina (Asn) y glicina (Gly) en ciertas regiones de algunas
proteinas no existe interaccion suficiente por lo que se ve una conformacion al azar y alli se

puede establecer interacciones polares y puentes de hidrogeno®.
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De igual manera, la prediccion coincide en que los residuos Cys16 hasta la Ser24 forma parte
de la hebra «a, esto se debe a la interaccion entre si, a través de los residuos hidrofobicos,
puentes salinos e interaccion de las cadenas laterales, se conoce que la estabilidad de esta
conformacién es originada, por la formacion de puentes de hidrégeno entre el grupo
carbonilo (-C=0) de un aminoacido, y el hidrdgeno del grupo amino (-NH)2. Asimismo, las
interacciones no polares y de van der Waals entre las cadenas laterales de los residuos, sin
embargo, en el desarrollo de la prediccion de la estructura secundaria resaltaba la presencia
de hojas extendidas en los residuos Try29, Phe30, Cys3, Lys32, pero no son reflejados en al
momento de predecir la estructura terciaria posiblemente, debido a que esta hoja no presenta
suficiente estabilidad mediante puentes de hidrégeno formados entre los grupos -NH de una

cadena y los grupos C=0 de la otra®.

5.5. Acoplamiento molecular del péptido FV2-16 del veneno de escorpion T.

macrochirus y la MMP-2

Las MMP pueden degradar los constituyentes de la matriz extracelular, los cuales son la
barrera fisiol6gica mas importante para la metastasis tumoral, por ello, en los Gltimos afios
se busca el desarrollo de estrategias terapéuticas para la inhibicion de las MMP (TIMPs)®.
Una de las alternativas expuestas en este trabajo, fue la prediccion de la posible inhibicion
de la actividad de la MMP-2 presente en células de cancer de cérvix por el péptido FV2-16
aislado del veneno del escorpion T. macrochirus. Los inhibidores de la MMP-2 actualmente
identificados comparten caracteristicas estructurales o modos de union, tal como, un grupo
de union al Zinc (ZBG, como el &cido hidroxamico) que es capaz de quelar el ion zinc del
sitio activo; al menos un grupo funcional que proporcione una interaccion de enlace de
hidrogeno con el esqueleto de la enzima o una o méas cadenas laterales que sufren
interacciones efectivas con los subsitios de la enzima como estructuras de barbitdricos
disustituidos (5,5), moléculas organofosforadas o derivadas de sulfonilos &. El péptido FV2-
16 no contiene en su estructura &cidos hidroxamicos, estructuras barbitdricas,
organofosforadas y/o derivadas de sulfonilos, por lo que la inhibicion de la MMP hecha por

el péptido FV2-16 no se puede explicar por este mecanismo. Sin embargo, hay otro tipos de
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mecanismos reportados para la inhibicion de la MMP2 que no estan relacionados con formar
un complejo de Zinc &, este tipo de inhibidores se conocen como inhibidores del dominio
catalitico; sin embargo, también se han reportados los inhibidores alostérico y exositosos que
se unen a sitios alternativos de las MMP 88,

Tras una visualizacion en PyMol de la estructura de la MMP-2 (1CK7) con ligandos y una
visualizacion simultanea de la interaccion (Grupo 1, estructura 1) de la MMP-2 con el péptido
PV2-16, se compararon visualmente identificando que la interaccion se da en las zonas
aledafas a la ubicacion de los ligandos Zn?*, lo que permitio6 inferir que la interaccion se da
en la zona del dominio catalitico. Cabe resaltar que este dominio catalitico lo comparte las
MMP-2 pero en este estudio se tuvo como limitante que no se encuentra reportada la
estructura aislada especificamente de la linea celular HELA.

El dominio catalitico contiene muchos otros bolsillos de reconocimiento, de los cuales la
mitad a la derecha de Zn?* (sitio prima) y los otros a la izquierda llamados (sitio no prima),
la MMP-2 especificamente tiene un bolsillo moderadamente estrecho y poco profundo &, el
péptido FVV2-16 tiene un grupo aromatico debido a la Fenilalanina presente en su estructura,
sin embargo, este grupo aromatico y el bajo nimero de aminoacidos de la molécula (37) no
le confiere un gran tamafio al ligando y se puede asumir que es posible que interactle por
esta via, de hecho, han reportado que los inhibidores de MMP-2 maés frecuentes que actlan

sobre los bolsillos de reconocimiento prima y no prima son los de origen biolégico®.

La superficie de una molécula receptora como la MMP-2 se une a la superficie del ligando
(FV2-16) por medio de enlaces quimicos no covalentes, los cuales comprenden enlaces de
hidrégeno, idnicos e interacciones hidrofobicas y de Van der Waals, sin embargo, el punto
clave para que la interaccién receptor-ligando sea significativa es que la suma total de estas
interacciones de union se mantengan juntas, con suficiente energia de union y durante
suficiente tiempo, con el fin de permitir que la sefial de inhibicidon pase del ligando al
receptor®®; no obstante, estas interacciones no covalentes son débiles de forma individual, sin

embargo, por la presencia de las 20 interacciones entre la MMP-2 y el péptido del FV2-16
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del veneno de escorpidon T. macrochirus y la energia de union que sugiere que se dan las
interacciones de forma espontanea (-182.579 Kcal/mol), se esperaria que las dos moléculas
Ileguen a formar una conexién receptor-ligando biol6gicamente significativa y de esta forma,
inhibir la actividad de la MMP-2. Por otro lado, no se identificaron enlaces covalentes entre
la MMP-2y el péptido FVV2-16, por lo que se esperaria que el péptido FVV2-16 actle en forma

de inhibidor reversible, es decir, que no hay reaccion quimica entre el ligando y el receptor.
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6 CONCLUSIONES

e El péptido FV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus es una molécula de
gran tamafio con caracteristicas fisicoquimicas que permiten catalogarla como
una molécula con buena disponibilidad.

e A pesar de que los motivos funcionales identificados para el péptido FV2-16 esta
relacionada a actividades principalmente sobre canales ionicos, esté tiene un
porcentaje de identidad del 50% con la Clorotoxina que tiene actividad sobre
canal de cloro y sobre la MMP-2 especificamente, lo que infiere que el péptido
FV2-16 también tiene actividad sobre esta metaloproteasa.

e Tanto la estructura secundariay terciaria coincidieron que en los aminoacidos que
se encuentran en el N-terminal y C-terminal presentan una conformacion random
coil y los deméas aminoacidos cuenta con interacciones que le permite una
estabilidad para formar Hélices a del péptido F\V2-16.

e El péptido FV2-16 del veneno de escorpion T. macrochirus realiza interacciones
de tipo no covalente de forma espontanea con la MMP-2 lo que permite inferir
que la interaccién es biolégicamente significativa y, por ende, la interaccién
permite que la sefial de inhibicion pase del ligando al receptor.

e Lainhibicion del peptido FV2-16 sobre la MMP-2 se puede deber a su actividad
sobre el dominio catalitico, clasificando al péptido aislado del T. macrochirus
como inhibidor del dominio catalitico y tras un proceso de desarrollo se podria
esperar que se presente como un medicamento biolédgico inyectable.

e La MMP-2 esta presente en la progresion y metastasis tumoral inhibirla permitira
generar un control del crecimiento anormal e incontrolado de las células, y con
este disminuir la prevalencia de muertes en mujeres a razon de este cancer en los

proximos afos.
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7 RECOMENDACIONES

Inicialmente se recomienda tener la muestra del péptido FV2-16 asilada del veneno de
escorpion T. macrochirus purificada y proceder a usar una técnica de determinacion de
estructura de la molécula, tal como Cryo-EM, cristalografia de rayos X o espectroscopia de
RMN; esto con el fin de determinar reportar la estructura del péptido y de esta manera
corroborar la estructura predicha en el presente trabajo con ayuda de las herramientas
bioinformaticas y asi mismo, evaluar el docking con la estructura ya determinada, ya que

esto puede llegar a encontrar diferencias en las interacciones propuestas en este trabajo.

De igual manera, se recomienda realizar un analisis dindmico de RMN para determinar que
conformacidn adoptan estas moléculas y que regiones de los compuestos estarian implicadas

en su union.

Por otro lado, seria es ideal llevar a cabo un estudio de la prediccion de la interaccion que
realiza el péptido Clorotoxina (CLTX) del veneno del escorpidn Leiurus quinquestriatus
sobre la metaloproteasa -2 de la linea celular HELA para el cancer de cervix, con el fin de
identificar si tiene una alta especificidad y afinidad como lo tiene con el cancer de origen

neuroectodérmico (Glioma).
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1: Diagrama de Ramachandran
Diagrama de Ramachandran: Representa el modelo 2 de la estructura terciaria
obtenida en PEP-FOLD. Fuente: Ramachandra Plot®®.
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