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RESUMEN

La enzima aminopeptidasa neutra de la familia M1 (APN, EC 3.4.11.2) se en-
cuentra ampliamente distribuida en los seres vivos. En mamiferos, esta en-
zima se encuentra involucrada tanto en procesos fisioldgicos como la diges-
tién, la analgesia, la activacion/inactivacién de péptidos regulatorios y el
control de la presidn arterial asi como en desérdenes de diferentes tipos
donde resaltan el cancer, la hipertensidn y desregulacién del sistema inmu-
ne. Esta enzima es actualmente blanco para la busqueda de inhibidores es-
pecificos con potenciales aplicaciones biomédicas en dichas patologias. En el
presente trabajo primeramente se purifica parcialmente la APN a partir de
corteza de rifidn porcino mediante la combinacion de extraccion con Triton
X-100, cromatografia de intercambio anionico en DEAE-Sephacel y cromato-
grafia de exclusion molecular en Sephadex-G200. Posteriormente, se realizd
el cribado de actividad inhibidora de la enzima purificada, en extractos acuo-
sos de invertebrados marinos. Se identificd por primera vez actividad inhibi-
dora de esta enzima, en las especies Briozoo sp2, Eucidaris tribuloides, Op-
hiocoma echinata, y Lisoclinum verrilli, asi como se confirma la inhibicion de
esta enzima por Diplosoma listerianum. En todos los casos, con excepcion de
la especie Lisoclinum verrilli, la inhibicién fue lenta. Para todas las especies
seleccionadas la inhibicidn fue altamente dependiente de la dosis empleada
con valores de ICsy en el intervalo de 0.11-2.39 mg/L. El empleo de diferen-
tes tratamientos de clarificacidon permitié en todos los casos el incremento
de la actividad inhibidora especifica. Los resultados indican que estos inver-
tebrados marinos constituyen especies promisorias para el aislamiento de
nuevos inhibidores naturales de APN.

Palabras clave: aminopeptidasa neutra, inhibidores, invertebrados marinos

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 5 + N.°2+ OCTUBRE 2016 — ENERO * 2017 +pp. 1-15


http://www.rccb.uh.cu

ACTIVIDAD INHIBIDORA DE APN PORCINA EN INVERTEBRADOS MARINOS 2

ISEL PASCUAL ET AL.

ABSTRACT

Neutral aminopeptidase from M1 family (APN, EC 3.4.11.2) is an enzyme characterized by a wide distribution in
living organisms. In mammals, this enzyme is involved in physiological processes like peptide digestion, analgesia,
activation/inactivation of regulatory peptides and blood pressure control. Additionally it is also associated to
pathophysiological processes like cancer, hypertension and dysregulation of the immune system. For these rea-
sons this enzyme is a current target for the development of inhibitors with potential biomedical applications. In
the present contribution as first step we partially purified Aminopeptidase N from porcine kidney cortex by the
combination of extraction with Triton X100, followed by anion exchange chromatography on DEAE-Sephacel and
molecular exclusion on Sephadex G-200. The purified enzyme was used in the screening of APN inhibitory activity
in aqueous extracts from marine invertebrates. We identified by first time inhibitory activity of this enzyme in the
species Briozoo sp, Eucidaris tribuloides, Ophiocoma echinata y Lisoclinum verrilli and the inhibition by Diplosoma
listerianum was also corroborated. In all cases, with the exception of the species Lisoclinum verrilli, the inhibition
was slow. For all the species tested, the inhibition was also highly dependent of the dose with ICsy values in the
range 0.11-2.39 mg/L. Different clarification treatments allowed in all cases to the increase in the specific inhibito-
ry activity of each extract. The results indicate that these species of marine invertebrates are new promising

sources of APN natural inhibitors.

Keywords: neutral aminopeptidase, inhibitors, marine invertebrates

INTRODUCCION

Las proteasas estan involucradas directa o indirecta-
mente en procesos fisioldgicos claves como el creci-
miento, la diferenciacién celular, la nutricion, la apop-
tosis, la migracion celular, entre otros. Dada su versa-
tilidad y ubicuidad, también se encuentran directa-
mente relacionadas con eventos fisiopatoldgicos tales
como el desarrollo del cancer, los desérdenes neuro-
degenerativos, respiratorios y cardiovasculares, asi
como infecciones parasitarias, virales y flngicas
(Leung et al. 2000; Abbenante y Fairlie 2005; Turk
2006; Drag and Salvesen 2010; Deu et al. 2012; Ras-
con and McKerrow 2013). Un ejemplo de esta versati-
lidad y ubicuidad lo constituye la enzima Aminopepti-
dasa N, la cual se encuentra altamente conservada en
todos los organismos. La enzima Aminopeptidasa N
de mamiferos (APN, EC 3.4.11.2), también conocida
como CD13, es una metalopeptidasa que pertenece a
la familia M1, subclan MA (E) (Rawlings et al. 2014).
Es una glicoproteina de membrana tipo Il. En la mayo-
ria de las especies la enzima nativa existe como un
homodimero (Luan y Xu, 2007; Wong et al. 2012;
Chen et al. 2012; Rawlings et al. 2014; 2016) con una
masa molecular aproximada del mondmero de 140 a
150 kDa, aunque se ha informado que en el caso del
conejo se presenta como mondémero (Feracci y Ma-
roux 1980). En la enzima humana (APNh), cada mond-
mero tiene 967 aminoacidos (Luan y Xu 2007; Mucha
et al. 2010; Wong et al. 2012; ) y en la porcina (APNp)
tiene 963 aminoacidos (Chen et al. 2012). A partir del

alineamiento de las secuencias aminoacidicas de am-
bas proteinas se ha determinado que existe un 80%
de identidad de secuencia; tienen propiedades bio-
quimicas y cinéticas indistinguibles, por lo que con
frecuencia la APNp se emplea como modelo en el es-
tudio de la APNh (Tieku y Hooper, 1992; Shim et al.
2003; Pascual et al. 2004; Mucha et al. 2010). En am-
bas enzimas los aminoacidos estan agrupados en sie-
te regiones: una cola intracelular corta, un pequefio
segmento o regidon de transmembrana, un pequefio
tallo extracelular y una region extracelular grande
(Wong et al. 2012; Chen et al. 2012). Esta ultima re-
gion esta organizada en cuatro secciones, también re-
conocidas como dominios acorde al plegamiento ca-
racteristico de las metalopeptidasas M1 (Thunnissen
et al. 2001; Kyrieleis et al. 2005; Wong et al. 2012;
Chen et al. 2012; Revisado en Pascual et al. 2015).

La APN se encuentra ampliamente distribuida en
numerosos tejidos de los mamiferos entre los que
destacan el rifidn y el borde en cepillo intestinal, don-
de participa en la digestion y absorcion de péptidos.
También se localiza en cerebro, donde desempefia un
importante papel en la hidrdlisis de encefalinas, pép-
tidos que funcionan como ligandos de los receptores
involucrados en la regulacidn del estado de analgesia
en el organismo (Poras et al. 2014; Bonnard et al.
2015). La APN constituye un marcador de superficie
de numerosas células del Sistema Inmunoldgico
(CD13), donde posee diversas funciones: degradacion
de citoquinas y péptidos antigénicos, regulacion y
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transduccién de sefiales, entre otras. Trastornos que
involucran incrementos en la expresion y en la activi-
dad de esta enzima se correlacionan de forma directa
con fendmenos de angiogénesis e invasion tumoral
(Luan y Xu 2007; Mucha et al. 2010; Wickstrom et al.
2011). Por este motivo la APN es hoy en dia enzima
blanco para la busqueda de inhibidores potentes y se-
lectivos con potenciales aplicaciones biomédicas. Adi-
cionalmente, se le ha descrito como el receptor celu-
lar de diferentes tipos de virus, coronavirus y citome-
galovirus (Luan y Xu 2007; Mucha et al. 2010; Zhang
etal. 2011).

Los inhibidores de proteasas tradicionalmente se
han desarrollado a partir de cribados en fuentes natu-
rales. Se ha demostrado que los inhibidores naturales
presentan una mayor diversidad quimica, inocuidad,
elevada potencia y especificidad, asi como menor ca-
racter hidrofébico (Abbenante y Fairlie 2005). Dentro
de las fuentes naturales de moléculas bioactivas re-
saltan los organismos marinos. En especial, los inver-
tebrados se encuentran ampliamente distribuidos en
las costas de Cuba y representan una fuente natural
importante de polipéptidos bioactivos que incluyen
inhibidores de proteasas de diferentes clases meca-
nisticas (Chavez et al. 1987; 1988; Delfin et al. 1994;
1996; Gonzalez et al. 2004; Pascual et al. 2004; 2005;
2007; Gonzalez et al. 2007; Alonso del Rivero et al.
2012; Covaleda et al. 2012).

En particular, los informes de inhibidores de APN a
partir de organismos marinos son escasos, con solo
dos reportes de moléculas con actividad inhibidora de
la APNp: psammaplina A aislada a partir de la asocia-
cion entre las esponjas Poecillastra sp y Jaspis sp
(Shim et al. 2004) y HcPI, aislado a partir del anélido
marino Hermodice carunculata, actualmente el Unico
inhibidor natural descrito para la enzima también
miembro de la familia M1, Piroglutamil aminopetida-
sa Il (Pascual et al. 2004). También se ha informado
actividad inhibidora de APN porcina para extractos de
la ascidia D. listerianum (Reytor et al. 2011). Sobre la
base de estos antecedentes, el presente trabajo se
propuso como objetivo identificar y caracterizar preli-
minarmente actividad inhibidora de APN porcina en
extractos acuosos de invertebrados marinos de la pla-
taforma insular.

MATERIALES Y METODOS

Los rifiones utilizados como material de partida para
la purificacion de la enzima APNp se extrajeron de
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ejemplares sanos de cerdos de la especie Sus scrofa
ferus y suministrados por el Instituto Nacional de In-
vestigaciones Porcinas.

Los ejemplares de los diferentes organismos marinos
utilizados en el estudio se colectaron con la coopera-
cion del Instituto de Oceanologia, en la costa de La
Habana, durante diferentes épocas del afio en el pe-
riodo 2006-2008. La clasificacion se realizd por espe-
cialistas de este centro.

Los soportes empleados en la cromatografia de inter-
cambio anidnico (DEAE-Sephacel) y en la cromatogra-
fia de exclusién molecular (Sephadex G-200), asi co-
mo los inhibidores o-fenantrolina, bestatina, amasta-
tina, actinonina y puromicina proceden de la firma
comercial Sigma-Aldrich Co. MO, USA.

El sustrato sintético cromogénico empleado: Leucina-
p-nitroanilida (Leu-pNA) proviene de la firma Ba-
chem, Suecia. El resto de los reactivos utilizados fue
de grado analitico.

Purificacion parcial de la APNp a partir de corteza de
rinén

Para la preparacion del extracto crudo de rifidn por-
cino, se disecciond la corteza del 6rgano con escalpe-
lo. El material obtenido se pesd y corté en fragmen-
tos pequerios con el uso de tijeras. Luego se procedid
a su homogenizacién en un homogenizador de cuchi-
llas “Man” (Panama) (3 x 10s), en agua destilada, en
una proporcién de 1:2 (masa/volumen). Se procedié
a la extraccion de las proteinas de membrana me-
diante tratamiento con Triton X-100 (0,1%) durante
30 min en agitacidn en bafio de hielo. Posteriormen-
te, el extracto tratado se centrifugd durante 1h a 10
000 g (Beckman J2 21, USA), y se procedid a la purifi-
cacion de la enzima a partir de la fase soluble. El so-
brenadante obtenido se equilibré por dialisis frente al
tampdn A: Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,0, 0,1 % Tritén X-
100, con el empleo de membranas con limite de ex-
clusién de 10 kDa. El procedimiento se realizé a 49C,
durante 8 h, con una relacion 1:100 (volumen de
muestra: volumen de tampdn) y se realizaron dos
cambios de tampdn durante el proceso. El extracto
dializado (500 mg) se aplicé a una columna (1,6 x 12 cm)
DEAE-Sephacel previamente equilibrada con el mis-
mo tampon de la muestra. Para ello se diluyd la
muestra a la mitad con el tampdn de equilibrio. Pos-
teriormente, se lavd la matriz con tres voliumenes de
columna (Vc) de tampdn A, y se eluyeron las protei-
nas fijadas al intercambiador en dos etapas, mediante
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el incremento de la fuerza idnica del tampdn (0,15 mol/L
y 1 mol/L de NaCl con el empleo de 3 Vc en cada eta-
pa. La corrida se desarrollé a 29,9 cm/h y se colecta-
ron fracciones de 3 mL. Las fracciones activas fueron
unidas, concentradas por ultrafiltracién con membra-
na de limite de exclusidon 10kDa y aplicadas a una cro-
matografia de exclusion molecular, en matriz Sepha-
dex G-200 (90 x 1,5 cm) equilibrada con tampodn A,
0,15 mol/L NaCl. La corrida se desarrollé a 7 cm/h y se
colectaron fracciones de 3 mL. Con el objetivo de eva-
luar el grado de pureza de la enzima APN parcialmen-
te purificada se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8 % en presencia de dodecilsulfato
de sodio, seglin el método descrito por Laemmli et al.
(1970).

Determinacion de la concentracion de proteinas

Durante el procedimiento de purificacion de la enzi-
ma APN porcina la determinacién de la concentracidn
de proteinas para la confeccion de los cromatogramas
de cada etapa de purificacion, se realizé mediante lec-
turas de absorbancia a 280 nm, con el uso de un coefi-
ciente de extincidn arbitrario igual a la unidad (0,1 %,
1 cm) (Scopes, 1987), en un espectrofotometro Ul-
trospec 4000 (Amersham, Biosciences, Alemania).
Ademads, se tomaron alicuotas de las fracciones acti-
vas obtenidas en cada paso del protocolo de purifica-
cién, cuya concentracidn proteica se midio a partir de
la variante del método de Bradford establecida por
Scopes (1987) para placas de 96 pocillos. Se empled la
albumina de suero bovino como control (Bradford,
1976). De forma similar se procedid para la cuantifica-
cién de la concentracién de proteinas en los extractos
crudos de invertebrados marinos y los resultantes de
los tratamientos de clarificacidon ensayados.

Determinacion de la actividad enzimatica y actividad
inhibidora de APNp

Durante el proceso de purificacidn de la enzima porci-
na, la Actividad Enzimatica (AE) de APN se determind
segun lo descrito por Tieku y Hooper (1992), frente al
sustrato cromogénico Leucil-p-nitroanilida (Leu-pNA),
especifico para la enzima. La mezcla de reaccion con-
sistié en 10 pL de sustrato (3.0 mmol/L concentracién
en el ensayo), 50 plL de la muestra de enzima ensaya-
da, en un volumen total de 1 mL, completado con
tampon Tris-HCI 50 mmol/L, Tritén X-100, 0,1%, pH
8,0. El seguimiento de la formacién del producto de la
hidrélisis enzimatica (pNA, € 8,9 (umol/L)™) se realizé
mediante el monitoreo de la absorbancia a 405 nm,
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cada 15 s por 5 min en un espectrofotémetro cinético
Ultrospec-4000 (Pharmacia Biotech, Suecia), medi-
ante el empleo del programa Reaction Kinetic, su-
ministrado por el fabricante. Los ensayos se realizaron
a37°C.

Durante los ensayos de inhibicién se empled la mis-
ma mezcla de reaccion, pero en presencia de una con-
centracién de sustrato en el ensayo de 0,3 mmol/L y
se afiadieron diferentes volumenes de solucién de la
muestra cuya Actividad Inhibitoria (Al) se queria eva-
luar. La Al se determind por la cuantificacion de la dis-
minucion de la actividad de la APN en una muestra de
la enzima preincubada durante 30 minutos a 37°C,
con la fraccion de inhibidor. Una unidad de Al se defi-
nié como la cantidad de muestra requerida para inhi-
bir una unidad de AE de la APN.

Caracterizacion parcial de la enzima APN porcina pu-
rificada

La relacion existente entre la velocidad inicial (vo) y la
concentracion de la enzima presente en la muestra se
evalud para la enzima APN purificada de corteza de
rifidn porcino, proveniente de la cromatografia de ex-
clusion molecular. Para ello se tomaron voliumenes
crecientes (X) de la muestra (2-100 pL) y se adiciona-
ron a 990-X pL del tampdn de actividad Tris-HCI 50
mmol/L, pH 8,0, 0,1 % de Tritén X-100. El estudio del
efecto del pH sobre la velocidad se realizé con el em-
pleo de los siguientes tampones de actividad: acetato
de sodio 50 mmol/L (pH 3,5-5,0), fosfato de sodio 50
mmol/L (pH 6,0-8,0), Tris-HCl 50 mmol/L (pH 7,0-9,0)
y Glicina 50 mmol/L (pH 9,0-12,0). Se realizaron cua-
tro réplicas experimentales para cada valor de pH en
estudio. Posteriormente, se determind el valor de Ky,
de la APNp frente a concentraciones del sustrato Leu-
pNA variables (0,06-7,5 mmol/L) (n=6). El valor de Ky,
se determind a partir del ajuste de los datos experi-
mentales (v, vs. [So]) a la ecuacion vo=Vmax[Sol/(Km+
[So]) con el empleo del programa Origin 7.0. Por ulti-
mo se estudié el efecto de inhibidores especificos de
la familia M1 (Bestatina, Amastatina, Actinonina y Pu-
romicina, 10 pmol/L de concentracién final) y de la
o’fenantrolina, inhibidor general de metalopeptida-
sas, a la concentracion de 1 mmol/L, en condiciones
similares al ensayo de actividad inhibidora descrito y
con el empleo de 0,3 mmol/L de sustrato en el ensayo
y tiempos de preincubacién de 30 min.
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Cribado de actividad inhibidora de la enzima APNp
en extractos acuosos de organismos marinos

a) Preparacion de los extractos crudos

Los ejemplares colectados en las costas de La Habana
se transportaron en hielo al laboratorio, secados so-
bre papel de filtro, cortados en pequefios pedazos con
tijeras y homogeneizados en agua destilada (2 mL/g) a
4°C en un homogeneizador de cuchillas Man (3 x 10
s). Los homogenados se centrifugaron a 10 000 x g
durante 30 min a 4°C (Beckman J2 21, California,
USA). El sobrenadante se filtré sobre lana de vidrio
(extracto crudo) y se liofilizé para su conservacién a -
20 °C hasta su empleo en el cribado de Al sobre la
APNp.

b) Caracterizacion preliminar de la actividad inhibido-
ra detectada en el cribado.

Primeramente, se determind el tiempo necesario pa-
ra establecer el equilibrio del sistema, para lo cual se
incubd (n=4) la APNp con cada extracto marino a dife-
rentes tiempos (1-60 min) y se determiné la actividad
residual después de la adicion del sustrato (0.3
mmol/L). Para los extractos promisorios se obtuvie-
ron los comportamientos dosis-respuesta correspon-
dientes a la evaluacion de diferentes volumenes (2-
100 pL). Los valores de ICso se obtuvieron mediante el
ajuste de los valores experimentales, de actividad re-
sidual de la APN a concentraciones crecientes de cada
extracto, a la ecuacion correspondiente incluida en el
programa GRAFIT 6.0. La enzima se preincubd a 37°C
en presencia de cada extracto durante el tiempo de-
terminado para el establecimiento del equilibrio enzi-
ma-inhibidor en cada caso.

Clarificacion de los extractos
a) Tratamiento con dcido tricloroacético

Teniendo en cuenta la estabilidad que presentan en
medio acido varios de los inhibidores de proteasas
aislados de celenterados marinos (Wunderer et al.
1976), los extractos se sometieron a una clarifica-
cion con acido tricloroacético (TCA). Para este propo-
sito, 200 mg del extracto liofilizado se resuspendieron
en 5 mL de agua destilada para su tratamiento con
TCA hasta el 2,5 % de concentracion en la mezcla fi-
nal, en bafio de hielo y agitacién durante 30 min. Pos-
teriormente, los extractos tratados se centrifugaron
en condiciones similares a las empleadas en la prepa-
raciéon del extracto. Al sobrenadante se le ajusté el pH
con NaOH 1 mol/L (Delfin et al. 1994) hasta un valor
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de 8.0y se dializo frente a agua destilada (1:100), con
el uso de membranas con limite de exclusidon de 500
Da, seguido de un segundo proceso de dialisis frente
a tampodn A, en ausencia de Tritén X-100, durante to-
da la noche.

b) Tratamiento térmico.

Como estrategia alternativa de clarificacién, los ex-
tractos crudos se calentaron a 60°C durante 30 min.
Una vez concluidos los tratamientos, los extractos se
colocaron en bafio de hielo hasta alcanzar temperatu-
ra ambiente (27°C) y se centrifugaron en condiciones
similares a las empleadas en la preparacion del ex-
tracto. El sobrenadante obtenido se dializé toda la
noche a 4°C en condiciones similares a las descritas
en el acapite anterior.

Procesamiento de los datos

En la caracterizacidn cinética de la enzima APN porci-
na purificada los valores experimentales se ajustaron
a una linea recta. Para las comparaciones de medias
(del comportamiento de la actividad enzimatica en
funcién del pH del tampdn de ensayo, del efecto de
los inhibidores de metaloproteasas sobre la actividad
de APN porcina, y del efecto del tiempo de pre-
incubacidn en la inhibicidn de APN porcina) se realiza-
ron pruebas de Tukey con un nivel de significacion de
p < 0,05. En la determinacidon del valor del parametro

Tabla 1. Resumen de los parametros del proceso de purifi-
cacién de la enzima APN porcina.
Table 1. Summary of the porcine APN purification parameters.

At Aesp R GP

Pasos de la purificacion v) (Umg) (%) (veces)

Extracto crudo de rifién
porcino

Cromatografia de inter-
cambio anionico
Cromatografia de ex-
clusién molecular

44890 0.0090 100 1
43668 00674 9728  7.51

3.0942 02865 6893 31.91

At: actividad enzimatica total; U: una unidad de actividad enzimatica (AE);
AEesp: actividad enzimatica especifica; GP: grado de purificacion respecto
a la etapa inicial calculado como AEesp de la etapa (n) dividida por la
AEesp de la etapa inicial; R: rendimiento respecto a la etapa inicial calcula-
do como At de la etapa (n) dividida por la At de la primera etapa de purifi-
cacion expresado en por ciento.

At: total enzymatic activity; U: unit of enzymatic activity (AE); AEesp: spe-
cific enzymatic activity; GP: purification grade regarding the initial step as
AEesp in the step (n) divided by AEesp of the initial step; R: yield regarding
the initial step as At of the step (n) divided by At of the initial step ex-
pressed in percentage.
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Figura 1. Purificacién parcial de la APN a partir de corteza de rifion porcino. A. Perfil cromatogréfico de intercambio ani6nico
en DEAE-Sephacel. B. Perfil cromatogréfico de exclusion molecular en Sephadex G-200. Se sefiala en el gréfico con una fle-
cha negra la fraccién correspondiente a la elucidn del volumen muerto de la columna. Se muestra un inserto con los resultados
del SDS-PAGE al 8%: carril 1, extracto crudo; carril 2, pico de la cromatografia en DEAE-Sephacel; carril 3, pico de exclusién

molecular en Sephadex G-200.

Figure 1. Partial purification of APN from porcine kidney cortex. A. Chromatographic profile of anion Exchange chromatog-
raphy on DEAE-Sephacel. B. Chromatographic profile of molecular exclusion chromatography on Sephadex G-200. The black
arrow indicates the void volume of the column. Insert show the results of the SDS-PAGE gel at 8%: 1, crude extract; 2, peak
with APN activity from DEAE-Sephacel chromatography; 3, peak with APN activity from Sephadex G-200 chromatography.

Kwv de la enzima en presencia del sustrato Leu-pNA
(n = 4) se realizo el ajuste de los valores experimenta-
les a la hipérbola rectangular de Michaelis-Menten con
el empleo del programa Origin 7.0. En la determinacion
de los valores de ICsq se realizo el ajusto de los datos a
la ecuacidn pre-definida en el programa GRAFIT 6.0

RESULTADOS
Purificacion parcial de la APN porcina

El extracto crudo de corteza de rifién porcino se ca-
racterizé por presentar una AE de APN de 0,4489 +
0,0579 U/mL y una AEsp de 0,0090 + 0,0005 U/mg.
(Tabla 1).

Como primer paso del proceso de purificacion se
realizé una cromatografia de intercambio anidnico

con DEAE-Sephacel (Fig. 1A). El perfil se caracterizé
por un pico inicial conformado por todos los compo-
nentes que no se fijaron a la matriz en las condiciones
utilizadas, donde, no se detectd AE de la APN. La elu-
cion de la columna se realizé por pasos y las fraccio-
nes que presentaron AE de tipo APN se correspondie-
ron con el pico obtenido durante la elucién con 0.15
mol/L de NaCl.

Las fracciones activas se caracterizaron por una AE
de 0,2426 + 0,0783 U/mL, y una AEesp de 0,0674 +
0,0219 U/mg. Como resultado de esta etapa, se obtu-
vo un grado de purificacion de la enzima de 7,51 y un
rendimiento del 97,28 % respecto de la etapa inicial
(Tabla 1).
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Como segunda y ultima etapa del proceso de purifi-
cacién parcial se realizé una cromatografia de exclu-
sién molecular en una columna de Sephadex G-200.
En la figura 1B se representa el perfil obtenido. La AE
de la APN se detecté en un pico que se caracteriza
por una elevada absorbancia a 280 nm y que eluye
con un tiempo de retencién mayor que el correspon-
diente al volumen muerto de la columna, lo que indi-
ca el reparto de la enzima en la matriz seleccionada y
una masa molecular menor de 300 kDa, en correspon-
dencia con lo descrito para la APN de mamiferos (Barret
et al. 2003). Las fracciones con actividad enzimatica se
caracterizaron por una AE (0,1146 + 0,0080 U/mL), y
una AEsp (0,2865 + 0,0219 U/mg). Como resultado de
esta etapa, se obtuvo un grado de purificacion de
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31,93 veces, respecto al extracto de partida y rendi-
mientos del 68,93 %. El resultado de la electroforesis
SDS-PAGE realizada al 8% indica la obtencién de una
fraccion enriquecida en un componente de alta masa
molecular correspondiente a un peso alrededor de
los 120 kDa aproximadamente segln el porciento de
gel empleado (no se contaban con patrones de masa
molecular, el objetivo es solo mostrar el alto grado de
pureza que caracteriza al pico que presenta actividad
de APN, el cual contiene un componente mayoritario
de alta masa molecular que se corresponde con los
informado para el monémero de la APNp). No se de-
tectd actividad tipo APN en las fracciones correspon-
dientes al volumen muerto, asi como tampoco en las
demas fracciones de la cromatografia de exclusion
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b
0.1 3
c
0.05 Ce
t, ¢ E
*
O ’
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0.80 4
0.40 b
020 e
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Figura 2. Caracterizacion cinética de la enzima APN porcina purificada. A. Comportamiento de vo en funcion de la concentra-
cion de enzima. B. Comportamiento de la actividad enzimatica en funcion del pH del tampén de ensayo. C. Determinacion del
valor del parametro KM de la enzima en presencia del sustrato Leu-pNA. D. Efecto de varios inhibidores de metaloproteasas sobre
la actividad de APN porcina. Letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos de tratamiento para p < 0,05.

Figure 2. Kinetic characterization of the porcine APN purified enzyme. A. lineal relation between vo vs protein concentration of
the enzyme preparation. B. Effect of pH on APN activity. C. KM value determination in presence of the substrate Leu-pNA. D.
Effect on porcine APN activity of various metallopeptidases inhibitors. Different letters indicate significance difference among

treatment groups for p < 0.05.
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molecular, lo que sugiere que no hay presencia de
otra entidad que pudiera hidrolizar el sustrato especi-
fico para la APN empleado en el presente trabajo.

ISEL PASCUAL ET AL.

nes de sustrato que pudieran afectar la deteccion de
actividad inhibidora en las muestras. La APN porcina
purificada resulté fuertemente inhibida por todas las

moléculas utilizadas (Fig. 2D), con el siguiente orden
de fortaleza puromicina < bestatina < actinonina <
amastatina < o-fenantrolina.

Caracterizacion bioquimica parcial de la APN de ri-
fidn porcino
Una vez obtenida la enzima parcialmente purificada

se procedid a realizar su caracterizacidon funcional
parcial.

Este estudio inicial permitié corroborar que la pre-
paracion tiene caracteristicas bioquimicas similares a
las informadas en la literatura para la APN de mamife-
ros, asi como establecer las condiciones del ensayo de
actividad para la realizacion del cribado de Al sobre
APN en extractos acuosos de invertebrados marinos.

a) Efecto de la [Eo], pH y [So] sobre la actividad enzi-
madtica de la APN porcina purificada

La actividad enzimatica en funcién de la concentra-
cién de enzima en el ensayo (Fig. 2A) mostré un com-
portamiento lineal para los valores de concentracion
de enzima ensayados (R*= 0,978). A partir de este
grafico se selecciond la concentracion de 20 pg/mL de
enzima para realizar el resto de los experimentos. El
estudio del efecto del pH sobre la actividad de la en-
zima (Fig. 2B) a 37°C, mostré que la mayor actividad
de la enzima se encuentra entre los pH 7,0 y 8,0. La
enzima purificada fue menos activa a valores de pH
ligeramente acidos y basicos, menores que 6,0 y ma-
yores que 9,0, respectivamente mientras que a valo-
res de pH menores que 4,0 perdié practicamente to-
da la actividad. Los ensayos cinéticos realizados a di-
ferentes [So] permitieron determinar el valor de Ky
de 0,50 £ 0,05 mmol/L de Leu-pNA (Fig. 2C).

Cribado de actividad inhibidora de APN porcina en
extractos acuosos de organismos marinos.

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en el
cribado de Al de APN en extractos acuosos de inver-
tebrados marinos pertenecientes a los Phylla Echino-
dermata, Chordata, Annelida y Briozoa. Se observa Al
en todos los extractos evaluados a excepcion de Le-
brunia danae y Hermodice carunculata, cuyos extrac-
tos presentaron valores de AE superiores a los del en-
sayo control de AE de la APNp. El sustrato Leu-pNA
también resulté hidrolizado cuando el ensayo se reali-
z6 solamente en presencia del extracto y tampén de
actividad, indicando la posible presencia de una activi-
dad tipo aminopeptidasa neutra en estas especies, las

cuales serdn caracterizadas en futuros trabajos.
b) Efecto de diferentes inhibidores de metalopeptida-

sas sobre la actividad de APN porcina a) Caracterizacion inicial de la actividad inhibidora de

los extractos mds promisorios
En los experimentos de inhibicion se empled una

[So]=0,6 Ky,;, con el objetivo de minimizar los efectos
de competitividad dados por elevadas concentracio-

Los extractos de las especies: Briozoo sp 2, Diploso-
ma listerianum, Lisoclinum verrilli, Eucidaris tribuloides y

Tabla 2. Resultados del cribado de actividad inhibidora de APN porcina en organismos marinos.

Table 2. Results of the screening of porcine APN inhibitory activity in marine organisms.

Especies Phyllum [Proteina] Actividad inhibidora Actividad inhibidora
(mg/mL) (U/mL) especifica (U/mg)

Ascidia nigra Chordata 2.75 2.3060 0.8363
Lisoclinum verrilli Chordata 10.7 7.8770 0.7361
Ascidia sidneyensis Chordata 49 3.1760 0.6481
Microcosmus quanus Chordata 13.3 7.1368 0.5366
Esteinacidia turbinata Chordata 6.8 3.6340 0.5344
Diplosoma listerianum Chordata 18.5 8.1300 0.4394
Poticlenum constellatum ~ Chordata 10.8 3.2230 0.2984
Eucidaris tribuloides Echinodermata 19.5 6.2526 0.3206
Ophiocoma echinata Echinodermata 94.7 8.2337 0.0874
Lebrunia danae Echinodermata 86.6 - -

Briozoo sp 1 Briozoa 941 5.7240 0.0560
Briozoo sp2 Briozoa 6.0 6.7600 1.1266
Hermodice carunculata Annelida 76.5 - -
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Ophiocoma echinata se seleccionaron como los mas
promisorios en cuanto a la actividad inhibidora espe-
cifica de APN porcina asi como una inhibicion depen-
diente de la dosis, por lo que se procedid a su poste-
rior clarificacidn. Los extractos de las especies Phallu-
sia nigra, Ascidia sidneyense, Microcosmus guanus,
Esteinacidia turbinata y Poticlenum constellatum no
mostraron inhibicion a concentraciones crecientes,
indicando que el resultado inicial pudiera tratarse de
algin componente del extracto que interfirid con la
correcta determinacién de la actividad de la enzima.

Todos los extractos seleccionados, excepto el de Li-
soclinum verrilli, mostraron una inhibicidn lenta, en el
orden de los minutos (Fig. 3 A, B ,C, D). En cambio,
para este ultimo se alcanza el equilibrio con 1min de
tiempo de preincubacion (minimo tiempo que se pu-
do evaluar en las condiciones de ensayo disponibles,
resultado no mostrado). Para todos los extractos la
inhibicién se mantiene estable al menos durante 1
hora,(tiempo maximo evaluado). Para cada extracto
se seleccioné el tiempo de preincubacidn necesario
para alcanzar el equilibrio enzima-inhibidor en el sis-
tema; con este valor se procedié a realizar el estudio
del efecto de diferentes dosis de extracto sobre la AE
de APNp. Con el extracto de Eucidaris tribuloides se al-
canza el equilibrio en 5 min de incubacion (F = 1654,7 pa-
ra p < 0,05), mientras que con el extracto Ophiocoma
echinata se necesita un tiempo superior a los 60 min
(F =4731,9 para p < 0,05). Para el resto de los extrac-
tos se pudo determinar que el tiempo de preincuba-
cion necesario para el establecimiento del complejo
enzima-inhibidor se encuentra alrededor de los 30
min: Briozoo sp2 (F = 5867,6 para p < 0,05), Diploso-
ma listerianum (F = 663,87 para p < 0,05).

Por su parte, la inhibicién de la actividad de APN re-
sulté dependiente de la dosis de extracto afiadido pa-

ISEL PASCUAL ET AL.

Tabla 3. Resumen de la caracterizacion inicial de la activi-
dad inhibidora de APN porcina de los extractos crudos posi-
tivos.

Table 3. Summary of the preliminary characterization of the
porcine APN inhibitory activity detected in crude extracts of
positive species.

. Tiempo de
Especie ICso (mg/ml) preincubacion (min)
Diplosoma listerianum 0,11+0,26 30
Lisoclinum verrilli 0,11%0,06 1
Briozoo sp2 0,2940,05 30
Eucidaris tribuloides 1,35+0,19 5
Ophiocoma echinata 2,39+1,09 60

ra las especies seleccionadas (Fig. 3 A1, B1, C1, D1). Los
valores de ICsp0btenidos, se encuentran en el intervalo
0,11-2,39 mg/mL (Tabla 3) y reflejaron la mayor
eficiencia en las condiciones evaluadas para los ex-
tractos de las dos ascidias (Diplosoma listerianum y
Lisoclinum verrilli ) y el extracto de Briozoo sp2.

Tratamientos de clarificacion de los extractos

Los tratamientos de clarificacion empleados se reali-
zaron con vistas a eliminar contaminantes proteicos,
principalmente proteasas, que son elementos inde-
seables en la purificacidn de inhibidores. En la tabla 4
puede observarse que para los extractos de Briozoo
sp2, Ophiocoma echinata y Eucidaris tribuloides, el
tratamiento con TCA no permitid la recuperacion de
Al lo que indica inestabilidad en estas condiciones, de
los componentes responsables de la inhibicion de la
APNp en estos extractos. El tratamiento térmico fue
efectivo en términos de recuperacion de la actividad
inhibidora asi como incrementos de la Alesp en los
casos de Briozoo sp2 (1,5 veces) y Ophiocoma echina-
ta (6,4 veces). Sin embargo, en el caso de Eucidaris

Tabla 4. Resultados de los procesos de clarificacion de los extractos crudos con actividad inhibidora de APN porcina. ND:
significa que no se detecta actividad inhibidora después del tratamiento de clarificacion correspondiente.

Table 4. Results of the clarification procedures of the crude extracts characterized by inhibitory activity of porcine APN. ND: no
detection of inhibitory activity after the correspondent clarification treatment.

Crudo TCA 2.5% Calor

Especie Al Alesp Al Alesp Al Alesp

(U/mL) (U/mg) (UmL)  (Umg)  (UmL)  (U/mg)

Briozoo sp 2 6,760 1,127 ND ND 6,980 1,746
Diplosoma listerianum 8,130 0,434 5,611 1,341 8,609 1,735
Lisoclinum verrilli 7,877 0,729 2,586 1,654 7,740 0,739
Ophiocoma echinata 8,234 0,203 ND ND 8,199 1,302
Eucidaris tribuloides 6,253 0,367 ND ND 4,471 0,486
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Figura 3. Caracterizacién inicial de los extractos seleccionados en términos del efecto del tiempo de preincubacién (A,B,C,D)
y efecto de la dosis (A1,B1,C1,D1) de cada extracto crudo seleccionado sobre la actividad residual de APN porcina. A. Diplo-
soma listerianum; B. Briozoo sp 2; C. Eucidaris tribuloides; D. Ophiocoma echinata. Letras distintas indican diferencias signifi-
cativas entre los grupos de tratamiento para p < 0,05.

Figure 3. Initial characterization of the selected extracts with inhibitory activity of APN in terms of the effect of preincubation time
(A,B,C,D) and the dose (A1,B1,C1,D1) on porcine APN residual activity. A. Diplosoma listerianum; B. Briozoo sp 2; C. Eucidaris
tribuloides; D. Ophiocoma echinata. Different letters indlicate significance difference among treatment groups for p < 0.05.
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tribuloides, aun cuando se observa un incremento en
la Alesp (1,3 veces) indicativa de la eliminacién de
contaminantes, la disminucién de la Al (en 1,4 veces)
durante el tratamiento indica la susceptibilidad de los
componentes responsables de la inhibicion de APN
en estas condiciones. En caso de los extractos de las
dos especies de ascidias (Diplosoma listerianum vy Li-
soclinum verrilli), el tratamiento con calor fue exitoso
pues la Al se mantuvo indicativo de que los compo-
nentes responsables de la actividad inhibidora de
APN fueron estables en estas condiciones asi como
un incremento en la Alesp de 4 veces en el caso de
Diplosoma listerianum, que evidencia la eliminacién
de contaminantes y un enriquecimiento del extracto
tratado en la actividad de interés. En el caso del trata-
miento con TCA para ambas especies, si bien la activi-
dad inhibidora especifica incrementd respecto al ex-
tracto crudo, hubo disminucion de la actividad inhibi-
dora lo que sugiere que los componentes responsa-
bles de la inhibicion de APN son susceptibles a las
condiciones que se generan en este tratamiento.

DISCUSION

La APN de mamiferos se encuentra ampliamente dis-
tribuida en numerosos tejidos con funciones fisiologi-
cas relevantes asi como implicacidon de su actividad
en diferentes patologias humanas, por lo que actual-
mente despierta el interés de la comunidad interna-
cional como blanco para el desarrollo de inhibidores
como nuevos agentes terapéuticos (Mucha et al.
2010; Zhang et al. 2011).

Los invertebrados marinos han demostrado ser una
fuente importante de moléculas bioactivas tales co-
mo toxinas (Alvarez et al. 2009; Valle et al. 2015),
peptidasas (Alonso del Rivero et al. 2009) asi como
inhibidores de proteasas de diferentes clases meca-
nisticas, incluyendo a los de tipo metalo. Estos inhibi-
dores en general se caracterizan por una gran diversi-
dad de estructuras quimicas, alta potencia y especifi-
cidades diversas (Delfin et al. 1996; Fusetani et al.
1999; Pascual et al. 2004, Shim et al. 2004; Gonzalez et
al. 2007; Chao et al. 2012; Alonso del Rivero et al.
2012; Covaleda et al. 2012). Adicionalmente, basado
en que muchos de los invertebrados como las espon-
jas, los briozoos, los tunicados entre otros, carecen de
estructuras morfoldgicas de defensa, los inhibidores de
proteasas en muchos casos son parte de los mecanis-
mos de defensa contra los depredadores, infecciones y
la competencia (Revisado en Hussain et al. 2012).

ISEL PASCUAL ET AL.

Con vistas a realizar el cribado de inhibidores natu-
rales especificos y eficientes de APN, primeramente
es necesario disponer de una cantidad suficiente de la
enzima blanco para realizar los ensayos de Al. En este
sentido, el rifion porcino es una fuente rica en esta
enzima que puede ser utilizada para su aislamiento y
purificacion. La APN de humanos y la de cerdo mues-
tran un 80% de identidad secuencial y comparten
propiedades bioquimicas y cinéticas indistinguibles,
por lo que esta ultima es frecuentemente empleada
como modelo en el estudio de la enzima humana
(Mucha et al. 2010).

En este trabajo se disefié un protocolo de de purifi-
cacion de acuerdo a la estrategia general de eficien-
cia, rapidez y economia, recomendada para molécu-
las con aplicaciones practicas potenciales (Karlsson et
al. 1998). El protocolo involucrd las etapas: extrac-
cion, captura y purificacidn intermedia. El empleo del
Tritén-X para la solubilizacion de esta compleja pro-
teina de membrana permitié recuperar el 100% de la
actividad de la enzima detectada inicialmente en el
homogenado de corteza de rifidn (resultados no mos-
trados). El empleo de esta cromatografia permitié de
modo sencillo, rapido y reproducible, incrementar en
7 veces la pureza de la muestra con solo un 3% de
pérdida en rendimiento. La segunda y ultima etapa
de purificacidn, exclusion molecular en matriz de Sep-
hadex G-200, permitié obtener una preparacion alta-
mente enriquecida de la enzima para su empleo en el
tamizaje de Al de APN en extractos de invertebrados
marinos. Esta etapa confirmd que la enzima presenta
un elevado peso molecular (aunque menor que 300
kDa), ya que se reparte perfectamente en la columna,
lo que concuerda con lo previamente informado por
varios autores para la enzima porcina y de otros ma-
miferos (Maroux et al. 1973; Sidorowitz et al. 1980;
Chen et al. 2012; Wong et al. 2012). La estrategia uti-
lizada para la purificacién de APN a partir de corteza
de rifidén porcino es sencilla, de bajo costo y brinda
rendimientos de actividad enzimatica de alrededor
del 70%, lo que resulta elevado para una proteina de
alto peso molecular, las cuales suelen obtenerse con
rendimientos inferiores al 50 % debido a su inestabili-
dad. Las dos cromatografias empleadas, se han utili-
zado en otros protocolos de purificacion de APN a
partir de diversas fuentes (Rawlings et al. 2014), y la
obtencion de una banda reforzada de alto peso mole-
cular y practicamente ninglin contaminante en la
fraccién de exclusion molecular (visualizado en el gel
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resultado de la electroforesis SDS-PAGE al 8% realiza-
da como control del proceso de purificacion) sugieren
la obtencion de una fraccion que si bien es parcial-
mente purificada, se encuentra enriquecida en la acti-
vidad de interés.

La caracterizacion cinética de la APNp purificada co-
rrobord que su comportamiento bioquimico se co-
rresponde con el informado en la literatura (Rawlings
et al. 2016) y asegurd que la enzima parcialmente pu-
rificada puede ser utilizada en el cribado de Al de
APN en extractos de invertebrados marinos. Estos es-
tudios revelaron que en las condiciones evaluadas, a
los valores pH 7,0-8,0 se obtuvo la mayor actividad.
Estos resultados coinciden con lo informado para la
APN de mamiferos (Barret et al. 2003; Chen et al.
2012; Wong et al. 2012; Rawlings et al. 2014). Por
otro lado el estudio del efecto del sustrato sobre la
velocidad inicial permitié obtener el valor de Ky, fren-
te Leu-pNA (0,5 mmol/L), que resulté un orden me-
nor al informado para la enzima de membranas de
placenta humana (1,1 mmol/L) (Kurauchi et al. 1986)
y para la enzima de rifion de rata (1,7 mmol/L)
(Tokioka-Terao et al. 1984). Esta diferencia pudiera
deberse a diferencias estructurales entre las enzimas
de estas especies. Tambien puede deberse a diferen-
cias en el protocolo de purificacion empleado. El pro-
ceso de extraccion de la enzima que realizan Kurauchi
et al. (1986), ademas de la solubilizacién con Tritén X-
100, incluye una digestion con tripsina, que pudiera
afectar a la proteina de interés. En los ensayos de in-
hibicién de la APN porcina, se observéd un elevado
blogqueo de la actividad frente a o-fenantrolina, inhi-
bidor general de metaloproteasas. Con respecto a los
ensayos realizados frente al resto de los inhibidores
especificos de la familia M1, en la literatura se ha in-
formado el siguiente orden decreciente: amastatina
bestatina actinonina puromicina, donde el efecto de
puromicina es muy débil (Barret et al. 2003; Rawlings
et al. 2014). Nuestros resultados coinciden con lo in-
formado para amastatina y puromicina, mientras que
para bestatina y actinonina se obtuvo un orden inver-
so, lo cual podria deberse a que el orden que se haya
informado se refiere en general a aminopeptidasas
neutras y no existen informes de evaluacién de estos
inhibidores frente a la APN de rifién porcino, que po-
dria mostrar alguna variacién en su forma de interac-
cién con el inhibidor.

Una vez obtenida una fraccién purificada de la enzima
con una elevada actividad especifica y caracterizada
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parcialmente, se procedid a realizar un cribado de Al
en extractos acuosos de invertebrados marinos que
habitan en la costa de La Habana, lo que posibilita
una solubilidad y estabilidad adecuadas de los com-
ponentes inhibitorios detetados en condiciones fisio-
I6gicas (Leung et al. 2000). Esto confiere ventajas pa-
ra un potencial empleo como agentes terapéuticos en
el tratamiento de las diferentes patologias que invo-
lucran a la APN. La caracterizacién inicial de los ex-
tractos positivos demostré propiedades funcionales
promisorias de manera general para todos los casos,
debido a que la Al se mantuvo practicamente cons-
tante al menos durante una hora, lo que nos indica
una elevada estabilidad del complejo enzima-
inhibidor formado. La inhibicion manifestada por la
mayoria de los extractos fue lenta, pues se requiere
de un tiempo apreciable de preincubacion (en el or-
den de los minutos) para alcanzar el equilibrio del sis-
tema enzima-inhibidor, en contraposicion con los in-
hibidores rapidos, que solo requieren de milisegun-
dos (Copeland, 2000).

Para los casos escogidos, la inhibicién fue altamente
dependiente de la dosis de extracto crudo empleada
en el ensayo, lo que permitié realizar el calculo de los
valores de ICsq para cada uno de ellos. Sobre la base
de los resultados obtenidos, podemos organizar los
extractos en el siguiente orden decreciente de efi-
ciencia de inhibicién: Diplosoma listerianum > Lisocli-
num verrilli > Briozoo sp2 > Eucidaris tribuloides > Op-
hiocoma echinata.

Como resultado de los tratamiento iniciales de clari-
ficacion de los extractos crudos, se encontrd que el
tratamiento con calor fue efectivo tanto en términos
de rendimiento (mantenimiento o incremento de la
Al) como de grado de pureza de la fraccidn
(incrementos de la Alesp) en los extractos de Diploso-
ma listerianum, Lisoclinum verrilli, Briozoo sp2 y Op-
hiocoma echinata por lo que puede ser recomendado
para futuros procesos de purificacion de las molécu-
las responsables de la inhibicion de APN identificadas
en el presente trabajo. En el caso de la especie Euci-
daris tribuloides pudieran evaluarse tiempos meno-
res o temperaturas inferiores a la empleada en el
presente trabajo con el objetivo de lograr obtener
una fraccion enriquecida en las moléculas de interés
con rendimientos adecuados. Adicionalmente, en el
caso de ambas especies de ascidias (Diplosoma listeria-
num, Lisoclinum verrilli), pudiera valorarse emplear un
menor tiempo de tratamiento con TCA, con el objetivo
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de obtener mayores rendimientos, o la evaluacion de
concentraciones menores del mismo o una combina-
cion de ambas, pues este tratamiento si bien tiene un
efecto negativo en el rendimiento, permite un incre-
mento importante en la Alesp lo que apunta a un enri-
quecimiento en los componentes inhibitorios de interés.

La mayoria de los inhibidores de metalopeptidasas
aislados de invertebrados marinos informados hasta
el momento no son de naturaleza polipeptidica, con
excepcion de SmCI, aislado de Sabellastarte magnifi-
ca (Alonso del Rivero et al. 2012) y NvCl, aislado de
Nerita versicolor (Covaleda et al. 2012). En general,
son compuestos organicos de baja masa molecular,
que difieren en la naturaleza quimica de su estructura
y presentan varios sustituyentes que pueden actuar
como quelantes del 4&tomo de zinc. Por ejemplo, jas-
pisina, de 252 Da de masa molecular, esta formado
por el 5,6-dihidroxistiril sulfato de sodio (lkegami et
al. 1994; Kato et al. 1998). Fujita et al. (2002) descri-
bieron la estructura del 1-12-hidroxioctadecanil sulfa-
to de sodio, de 386 Da, y posteriormente caracteriza-
ron el sulfato de calisponginol, un acido acetilénico
de 480 Da (Fujita et al. 2003a). Estos tres compuestos
tienen como caracteristica comun la presencia de un
grupo sulfato en su estructura, que se especula sea la
base de sus mecanismos de inhibicién, al desplazar la
molécula de agua que coordina al Zn2+y bloquearlo.
También se han descrito inhibidores con bromo en su
estructura para proteasas de tipo metalo en organis-
mos marinos; entre ellos estd el Pasammaplina A
(PsA), inhibidor de APN porcina (Jung et al. 1995; Ta-
budravu et al. 2002; Shim et al. 2004). Estudios con
analogos estructurales de PsA en los que se han susti-
tuido o eliminado los grupos hidroxilos fendlicos de la
bromo tirosina, indican que estos grupos son crucia-
les en el reconocimiento e inhibicién de APN por esta
entidad molecular (Shim et al. 2004). Para la mayoria
de los inhibidores de tipo metalo no peptidicos sélo
se han realizado determinaciones del valor de ICs, las
cuales suelen estar en el orden micromolar (Fujita et
al. 2003b), por lo que se clasifican como inhibidores
clasicos. La excepcién la constituye HcPI, cuyo valor
de K;se encuentra en el intervalo nanomolar, lo que
le convierte en el primer inhibidor natural no peptidi-
co de una metaloaminopeptidasa (PPII) clasificado co-
mo de union fuerte (Pascual et al. 2004). Esta molé-
cula es capaz de inhibir también a APNp pero en el or-
den micromolar (Pascual et al. 2004). Con excepcion
del trabajo de Reytor et al. (2011), no existen otros
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informes de actividad inhibidora de APNp en inverte-
brados marinos. Estos autores realizaron un cribado
de actividad inhibidora frente a proteasas de diferen-
tes clases mecanisticas (metalo: carboxipeptidasas A
y B, APNp; serino: tripsina y subtilisina; cisteino: pa-
paina; aspartico: pepsina) en extractos crudos y clari-
ficados de cinco especies de ascidias: Ascidia nigra, A.
sidneyensis, Esteinascidia turbinata, Diplosoma liste-
rianum y Policlinum constelatum. De estas especies,
solo D. listerianum se caracterizd por presentar activi-
dad inhibidora de APNp en condiciones similares a las
descritas en el presente trabajo, con una inhibicion
dependiente de la dosis tanto en el extracto crudo
como en los extractos clarificados por calor y trata-
miento con TCA. Los resultados del presente trabajo
de no deteccidn de actividad inhibidora de APNp en
las especies de ascidias A. nigra, A.sidneyensis, E. tur-
binata y P. constelatum, corroboran también los re-
sultados previos de Reytor et al. (2011).

Los resultados del presente trabajo permiten corro-
borar la presencia de moléculas con actividad inhibi-
dora de APNp en la especie de ascidia Diplosoma lis-
terianum (Reytor et al. 2011), asi como informar por
primera vez la presencia de Al de APNp en las espe-
cies de Briozoo sp2, Eucidaris tribuloides, Ophiocoma
echinata y Lisoclinum verrilli lo que convierte a estas
cinco especies en fuentes promisorias de moléculas
con actividad inhibidora de APN. Las estrategias de
clarificacion empleadas sientan las pautas para futu-
ros procesos de purificaciéon de las moléculas respon-
sables de la inhibicidon detectada de esta enzima, las
cuales pudieran tener potenciales aplicaciones bio-
médicas.
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