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Resumen y Abstract

Resumen

La elastina es una proteina de la matriz extracelular que provee elasticidad y resiliencia a
los tejidos. Durante su tiempo de vida media (74 afos), continuamente es degradada
principalmente por enzimas denominadas elastasas, |0 que se asocia con la aparicion de
signos del envejecimiento cutaneo, desarrollo de enfermedades como aneurismas y
aterosclerosis, entre otras. Es necesario entender los factores que influyen en la protedlisis
enzimatica de las fibras de elastina para en un futuro, poder retrasar o controlar este

proceso.

Se han identificado en la piel doce elastasas pertenecientes a tres diferentes familias de
proteasas: cistein, serin y metaloproteasas. El tejido de origen de la elastina y la integridad
de la fibra pueden condicionar la accién de las enzimas; pocos reportes han evaluado el
efecto de estos factores sobre la potencia elastolitica, y algunos han encontrado

comportamientos disimiles entre ellos.

Para contribuir a la comprension del efecto de la integridad de la fibra de elastina sobre la
actividad de las elastasas, en esta tesis inicialmente se implementaron un método de
aislamiento de elastina y dos metodologias analiticas para hacer el seguimiento a la
degradacién inducida por Catepsina G y V, Metaloproteinasa de la matriz 9 y Elastasa
Pancreatica. Los resultados obtenidos permiten concluir que el dafio previo de la fibra no
influye igual en la actividad de todas las enzimas y es necesario continuar estudiando la
interaccion entre tipo de elastasa y grado de degradacion de la fibra, con el objetivo de

establecer las enzimas de mayor relevancia en el inicio de la degradacion de la elastina.

Palabras clave: Elastina, Elastasas, integridad de fibra, potencia elastolitica.



Il Contribucién al estudio de la funcién de las elastasas en la
degradacion de elastina aislada de piel humana

Abstract

Contribution to understanding the role of elastases in the degradation of elastin derived

from human skin

Elastin is an extracellular matrix protein that provides elasticity and resilience to tissues.
During its half-life (74 years), it is continuously degraded, mainly by enzymes called
elastases. Elastin damage is associated with the appearance of signs of skin ageing and
the development of diseases such as aneurysms and atherosclerosis, among others.
Understanding the factors that influence the enzymatic proteolysis of elastin fibres is crucial

for developing strategies to delay or control this process.

Twelve elastases belonging to three different families of proteases have been identified in
the skin: cysteine, serin and metalloproteases. The tissue of elastin's origin and the fibre's
integrity can condition the enzymes' action. Only some researchers have evaluated the
effect of these factors on elastolytic activity, and some have found dissimilar behaviours

between them.

To contribute to the understanding of the effect of the integrity of the elastin fibre on the
activity of elastases, in this thesis, an elastin isolation method and two analytical
methodologies were initially implemented to monitor the degradation induced by Cathepsin
G and V, Matrix Metalloproteinase 9 and Pancreatic Elastase. The results allow us to
conclude that previous damage to the fibre does not influence the activity of all enzymes in
the same way, and it is necessary to continue studying the interaction between the type of
elastase and the degree of fibore damage to establish the most relevant enzymes at the

beginning of elastin degradation.

Keywords: Elastin, Elastases, fibre integrity, elastolytic power.
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Introduccidén

La elastina es una proteina de la matriz extracelular cuya compleja estructura le permite
proveer elasticidad y resiliencia a los tejidos y a la vez, le confiere una alta resistencia a la
degradacién e insolubilidad, reportandose para esta proteina tiempos de vida media de
aproximadamente 74 afios!. La formacion de fibras de elastina en la mayoria de tejidos de
los mamiferos alcanza su maximo en el periodo neonatal, sin embargo, en adultos continua
la expresion de su RNAm pero a niveles bajos?, el ensamblaje esta inhibido por factores
postranscripcionales®y deriva generalmente en fibras elasticas con funcionalidad limitada?®,
lo que contribuye a que la piel de sujetos jovenes muestre una red de elastina y colageno

mas densa en comparacién con la observada en sujetos de edad avanzada®.

Esta proteina esta continuamente sometida a procesos de protedlisis mediados
principalmente por enzimas denominadas elastasas. Como resultado de la elastolisis se
asocia la apariciéon de signos de envejecimiento cutaneo, desarrollo de enfermedades
como aneurismas y aterosclerosis, entre otros. Similar a lo encontrado en la mayoria de
los érganos, en la piel el dafio a la fibra elastica no puede ser corregido y teniendo en
cuenta que no se da la regeneracion de estas fibras, es importante entender los factores
gue influyen en el proceso de degradacion de las fibras para en un futuro, intervenir este
mecanismo y retrasar el proceso de envejecimiento o el desarrollo de condiciones

patolégicas asociados a la degradacion de las fibras de elastina.

Actualmente se han identificado en piel humana doce elastasas pertenecientes a tres
familias diferentes: Cistein proteasas, serin proteasas y metaloproteasas, de las cuales
bajo condiciones fisiolégicas se expresan: MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-14,
HLE, PR 3, Cat G, CatK, Cat L, Cat S y Cat V*. El mecanismo molecular de su actividad
elastolitica y su preferencia por algunos amino&cidos para ejercer la ruptura de los enlaces
peptidicos en la elastina han sido previamente estudiados. Se ha identificado que el tejido
de origen de la elastina condiciona la accién de las enzimas, dadas las diferencias en las
estructuras organizacionales del tejido®. Sin embargo, existen pocos reportes en los que
se compare la potencia de la actividad elastolitica entre enzimas y en algunos casos, los
resultados obtenidos muestran comportamientos disimiles; por ejemplo, Schmelzer et al.,’

reporta que la HLE no degrada elastina intacta y Cat G si lo hace, pero en el estudio
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realizado por Boudier et al.8, se identific6 que Cat G fue menos activa sobre elastina de
pulmoén que HLE.

En la literatura también se encuentran discrepancias en la actividad de otras elastasas
como MMP-7°, MMP-9 %11 MMP-12 y Cat G "8, Los estudios reportados han evaluado
cualitativamente la actividad de estas enzimas en elastina de diferentes fuentes y métodos
de obtencién de la fibra. Segin los resultados del estudio realizado por Schmelzer et al.”
el método de obtencion de la fibra de elastina tiene efectos en la calidad morfolégica de la
misma, y esto a su vez podria generar variaciones en la actividad elastolitica de las
enzimas; la HLE degrada elastina obtenida por el método Starcher pero no tuvo accién
sobre la fibra intacta de elastina obtenida por el nuevo método de aislamiento reportado
por los autores. Esto también ha sido descrito en un estudio cualitativo de la actividad de
la enzima neprilisina'? y mas recientemente, en un estudio cuantitativo que compara la
actividad elastolitica de Cat K, S y V en elastina intacta y degradada obtenida de piel

humana?.

Sin embargo, no existen estudios cuantitativos para todas las enzimas que confirmen el
efecto de la integridad de la fibra elastica sobre su actividad elastolitica, por lo que es
necesario determinar la potencia elastolitica de cada enzima en fibras de elastina con
diferente integridad, lo cual aporta informacién sobre la correlacion entre la potencia de las

enzimas y el grado de deterioro de la fibra.

Teniendo en cuenta el dafio estructural de la superficie de las fibras de la elastina
disponible comercialmente, durante el desarrollo de esta tesis se implementé un método
de aislamiento de fibras de elastina a partir de muestras de piel humana, que conserva la
integridad de la estructura de la fibra de elastina. La elastina aislada de muestras de piel
provenientes de adultos jévenes (26 a 31 afios) y adultos mayores (66 a 86 afios) fueron
sometidas a degradacion empleando Cat G, CatV, MMP-9 y EP. Para realizar el
seguimiento de la cantidad de elastina solubilizada por accién de las enzimas, se
determind la variacion de peso del remanente de las muestras y se implementaron en el
grupo de investigacion el método de ninhidrina para la determinacion de proteina total
solubilizada y un método cromatografico para la determinacion de desmosina e
isodesmosina. Los resultados obtenidos mediante el método de ninhidrina indican que

ninguna de las elastasas presentes en la piel tiene una mayor actividad elastolitica que la
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EP. Adicionalmente, cada una de las elastasas presenta un comportamiento diferente
frente a la integridad de la fibra. Mediante el andlisis estadistico de los resultados de
proteina solubilizada, se demostré que el grado de degradacién de la elastina por las
enzimas estudiadas depende de la interaccion entre el tipo de elastasa y el nivel de dafio
previo presentado por la fibra elastica; por lo tanto, no es posible generalizar que el
deterioro de la estructura fibrilar de la elastina vinculado al envejecimiento incremente de
la misma forma la actividad de todas las elastasas. Las enzimas que mostraron mayor
degradacion de elastina de adultos jévenes fueron la Cat V' y MMP-9, por lo que se sugiere
continuar estudiando si su actividad es superior a la de otras elastasas presentes en la piel

con el objetivo de establecer su relevancia en el inicio de la degradacién de la elastina.
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1.Marco Teobrico

1.1 Estructura de la piel

La piel es el érgano méas grande del cuerpo humano, y representa alrededor del 12 % al
16 % del peso corporal de un adultol. Esta constituida generalmente, por tres capas:
epidermis, dermis y tejido subcutaneo®® o hipodermis, nombradas en su orden desde la
capa superficial hasta la méas profunda Figura 1.
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Figura 1. Estructura de la piel con compartimentos tisulares.
Tomada de “The mechanical behavior of skin; structures and models for the finite element
analysis” por “J. M. B. et. al”, 2017. Computers and Structures, p 77, doi:
10.1016/j.compstruc.2017.05.003. Copyright, 20173,

La epidermis tiene como funcion proteger al cuerpo de sustancias extrafias y retener la

humedad!4, es una capa sin irrigacién vascular, con inervacién de fibras amielinicas que
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cruzan la unién dermo-epidérmica y se extiende entre los queratinocitos®®, que es nutrida

por procesos de difusion desde la dermis?®.

La dermis comprende la mayor parte de la piel humana?4, siendo 15 a 40 veces mas gruesa
que la epidermis®®, aunque su grosor varia de acuerdo con su ubicacién, por ejemplo, es
de 5 mm en la espalda y muslos y de 1 mm en los parpados?®. La dermis contiene proteinas
qgue proporcionan flexibilidad, elasticidad y resistencia a la traccion de la piel; protege al
cuerpo de lesiones mecanicas y ayuda a la regulacién térmical4. La dermis esta dividida
en dos capas: a) papilar que corresponde a la parte superior de aspecto holgado vy, b)
reticular que corresponde a la parte mas profunda y de consistencia compactal’. A su vez,
y distribuidos en estas dos capas, esta el componente celular, formado principalmente por
fibroblastos, macréfagos y mastocitos®®, ubicados principalmente en la capa papilar; y el
componente extracelular denominado matriz extracelular (MEC). La MEC est4 compuesta
de glucoproteinas, colageno y fibras elasticas'®, estas Ultimas forman una superestructura
alrededor de la fibra de colageno®®. A diferencia de la epidermis, la dermis presenta
inervacion nerviosa y vasos sanguineos, adicionalmente se encuentran glandulas

sudoriparas, glandulas sebaceas y foliculos pilosos?®.

La ultima capa de la piel corresponde al area subcutanea, compuesta de tejido graso para
preservar la grasa neutral, amortiguar contra presiones fisicas externas, retener humedad

y generar calor®3,

1.2 Matriz extracelular en la piel

La MEC en la piel se diferencia a través de las diferentes capas, la epidermis es un
compartimento pobre en MEC y varia a través de los diferentes estratos, siendo mas

lipofilica en las capas superiores y mas hidrofilica en las capas inferiores?.

La MEC a nivel de la dermis esta constituida por dos tipos de componentes, los que forman
fibras: colageno, fibrina, fibronectina, vitronectina, elastina y fibrilina?!; y moléculas

estructurales que no forman fibras y componen la sustancia fundamental o amorfa:
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principalmente proteoglicanos y glucosaminoglicanos, y proteinas matricelulares que

modifican las interacciones entre las células y la matriz?2.

Las proteinas fibrosas definen la rigidez y elasticidad del tejido?; dentro de estas proteinas
se encuentra el colageno que constituye el 77 % del peso seco libre de grasa de la piel
humana?!, es sintetizado en forma de procolageno en los fibroblastos y finalmente es
convertido en colageno maduro??, lo que le confiere caracteristicas de resistencia frente a
la degradacion proteolitical’ (la fibra de colageno tiene una vida media de 15 afios
aproximadamente en piel)?®. Esta proteina presenta estabilidad debido a la formacién de
una estructura de triple hélice, mediada por el aminoacido glicina ubicado cada tres
posiciones?’. Tiene como funcién proporcionar resistencia a la tracciéon y a la deformacioén

plastical’ en la MEC.

Otra de las proteinas fibrosas que hacen parte del componente extracelular es la elastina,
que junto con la fibrilina finalmente formaran las fibras elasticas, que le confiere al tejido
dérmico la capacidad de extenderse y retraerse®* de acuerdo con las condiciones

fisiolégicas.

La sustancia fundamental o amorfa se ubica entre las fibras y las células de la dermis, y
estd compuesta de agua, electrolitos, proteinas plasméticas y principalmente por
proteoglicanos y glucosaminoglicanos, que tienen como funcion la hidratacion,

mantenimiento del pH y dispersién de fuerzas dentro del tejido?*.

1.3 Fibras elasticas

Las fibras elasticas contienen un nucleo interno insoluble de elastina que representa
aproximadamente el 90 % de las fibras maduras, y un manto periférico de microfibrillas
ricas en fibrilina?>. Se forman a partir del ensamblaje de fibrilina (glucoproteinas) en
microfibrillas y la asociacion de estas microfibrillas con tropoelastina (TE)%; este
monoémero finalmente se entrecruza por la accién de la enzima lisil-oxidasal’, para formar
un nlcleo interno de elastina reticulada?’. Las fibras largas y gruesas de elastina reticulada

se entrecruzan con las fibras de colageno relativamente rigidas?® para constituir la
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estructura de la dermis reticular?*, mientras que en la dermis papilar las fibras elasticas

establecen una estructura mas fina que se eleva hacia la epidermis?.

Este proceso de formacion de las fibras elasticas se conoce como elastogénesis, y se
realiza principalmente a nivel de los fibroblastos de la dermis?4, donde se sintetiza TE en
polisomas unidos a la membrana y es transportada a través del aparato de Golgi a
vesiculas secretoras, que posteriormente son acumuladas en agregados globulares en la
superficie celular donde iniciaran el proceso de reticulacion, llamado microensamble?.
Durante este proceso los monémeros se unen a una proteina de unién a elastina con el fin
de formar un complejo para protegerlos de la protedlisis?*. Posteriormente los glébulos
ubicados en la superficie celular se fusionan con la fibra elastica en proceso de desarrollo
en la matriz extracelular?® (Figura 2). Los monémeros se ensamblaran en el ndcleo de las
microfibrillas, por la accién de la lisil oxidasa para formar los entrecruzamientos de

desmosina e isodesmosina?*.

Elastic fiber

) Tropoelastin = Fibulin-4 —< Proteoglycan with heparan sulfate
S Fibrillin multimer 3¢ Fibulin5 @ LTBP4
& Lysyl oxidase o GAGs « Elastin-binding protein

Microfibril array
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Figura 2. Elastogénesis.
(1) Las fibrilinas y otras proteinas asociadas con las microfibrillas se secretan, se
multimerizan en la MEC y se ensamblan en una plantilla microfibrilar. (2) los
mondmeros de TE se sintetizan en el reticulo endoplasmico rugoso donde se asocian
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con una chaperona, la EBP. (3) este complejo se transporta a través del aparato de
Golgi para ser secretado a la membrana plasmética. (4) la posterior disociacién del
complejo EBP-TE es inducida por la union de GAG a EBP. las moléculas de TE se
agregan en la superficie celular. la fibulina-4 media la alineacion de las moléculas de
TE y su interaccion con lisil oxidasas. Este paso conduce a la desaminacion oxidativa
de los residuos de Lys e induce una secuencia de reacciones de condensacion que
dan lugar a entrecruzamientos intra e intermoleculares. (5) los grupos prematuros de
elastina crecen mediante la adicion de moléculas de TE y se desprenden de la
superficie celular a medida que alcanzan un tamafo critico. La fibulina-5 guia la
elastina prematura hacia el andamio microfibrilar. (6) los grupos de elastina se
fusionan en agregados mas grandes y se entrecruzan aun mas, completando la
maduracion de la fibra elastica.

Tomado de “Elastic fibers: formation, function, and fate during aging and disease” por “C. S. et. al”,
2022, FEBS Journal, 289, p 3707, doi: 10.1111/febs.15899. Copyright, 20224

Dependiendo del 6érgano y tejido, las redes de las fibras maduras de elastina difieren en
sus configuraciones estructurales, por ejemplo, laminillas fenestradas concéntricas en la
tunica media aortica, redes de fibras reticulares en la dermis o estructuras espaciales en
forma de panal en el cartilago elastico®. En la piel, la red de fibras elasticas se extiende
desde la unién dermo-epidérmica hacia la dermis??; las fibras elasticas con mayor diametro
se ubican en la dermis reticular y se conectan a fibras de eulanina de menor diametro en
la dermis papilar y eventualmente con fibras de oxitalan que conectan la dermis papilar y

epidermis, en la unién dérmica-epidérmica®®.

1.4 Elastina

La elastina es una proteina que se encuentra en vertebrados, excepto en algunos peces?,
y es la responsable de la elasticidad y resiliencia en tejidos como piel, arterias y
pulmones?®; en la piel representa del 2 % al 8 %, mientras que en otros tejidos como la
aorta puede representar del 30 % al 57 % (basado en peso seco del tejido)®*. Se
caracteriza por ser una proteina insoluble, hidrofobica y extensamente reticulada que
forma fibras®. Los analisis de elastina humana por racemizacién de Asp y las mediciones
de niveles de *C en tejidos post mortem han identificado una vida media de mas de 70

afios®.
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La elastina se forma a partir de la TE (=70 kDa)*, la cual es producida como un monémero
no glicosilado en diferentes isoformas, por fibroblastos, células endoteliales, células del
musculo liso, condrocitos y queratinocitos®®. Los aminoacidos mas abundantes en este
monomero son Gly (~ 30 %), Ala (~ 22.5 %), Val (~ 13 %) y Pro (~ 12.5 %), que juntos
constituyen el 78 % de la secuencia de TE*. Arg, GIn, Ser, Asp, Cys y Glu constituyen el
3,6 % de la secuencia de TE®*2. Cys solamente se encuentra en el dominio 36%2, Argy Ser
estan cerca del dominio de entrecruzamiento®?. Los residuos de Trp, His y Met no se

encuentran en TE, salvo pocas excepciones®.

A diferencia de los mdltiples tipos de procolageno, los cuales son codificados por diferentes
genes®, solamente un gen es responsable de las 18 isoformas de TE con masas
moleculares de 49 a 69 kDa* estas variaciones son el resultado de empalmes
alternativos®. El gen humano de elastina contiene 34 exones, y seis de ellos (exones 22,
23, 24, 26A, 32y 33) se han asociado con procesos de empalme alternativos®.

TE consiste en dominios alternos hidrofébicos y dominios hidrofilicos que contienen lisina
(dominios llamados KA y KP)?. Los dominios de KA tipicamente contienen pares o tripletes
de Lys con dos o tres residuos de Ala y ocasionalmente otros residuos entre ellos. En los
dominios KP, hay al menos un residuo de Pro y, a menudo, otro residuo entre dos residuos
de Lys*. Los dominios hidrofébicos son responsables de la autoagregacion y las
propiedades de traccion de la elastina, y los dominios hidrofilicos estan involucrados en la

reticulacion?®.

Particularmente la TE contiene secuencias de aminoacidos que se repiten tales como Val-
Pro-Gly-Val-Gly o Ala-Pro-Gly-Val-Gly-Val las cuales forman [-giros que permiten que la
cadena polipeptidica se pliegue sobre si misma y forma -espirales, una estructura Gnica

para la elastina®.

La elastina se forma a través del entrecruzamiento de su precursor TE, en los residuos de
Lys; la elastina madura contiene 14 dominios que estan entrecruzados y contribuyen a la
formacioén de redes’. Se forma una variedad de enlaces cruzados bi, tri y tetrafuncionales,

gue hacen que la proteina sea duradera por su resistencia a la escisién enzimatica®.
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Adicionalmente, la estructura final tendrd secuencias cortas repetitivas de tres a nueve

aminoacidos formando una estructura altamente dinamica y flexible*.

Intracelularmente la TE se une a una chaperona, la EBP, que la protege de la degradacién
y coacervacion intracelular, asi como media la entrega a la membrana celular. Después de
la secrecién del complejo TE-EBP, este Ultimo interactia con otras dos proteinas unidas a
la membrana celular: la sialidasa transmembrana neuramidasa-1 (Neu-1) y la proteina
protectora/catepsina A. Estas tres proteinas son las subunidades que forman juntas un
heterodimero, el complejo receptor de elastina. Se cree que la posterior unién de
glicosaminoglicanos al sitio de galactolectina de la EPB, provoca cambios en la
conformacion de la proteina de unién a elastina, lo que a su vez desencadena la liberacion

de TE del complejo®.

La liberacion de TE es seguida por la coacervaciéon, generando un agregado esférico
adherido a la superficie celular®. La enzima lisil oxidasa cataliza la desaminacién oxidativa
del grupo €-amino de los residuos de peptidil Lys para formar el acido a-aminoadipico-6-
semialdehido, también conocido como residuos de alisina (Lya)*. Posteriormente se
forman enlaces cruzados intra e intermoleculares mediante condensacion no enzimatica,
lo que produce aldol alisina o deshidrolisinonorleucina, que se condensan aln mas para
formar enlaces cruzados estables y no reducibles de desmosina (DES) e isodesmosina

(IDES), exclusivos en la elastina® (Figura 3).
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Figura 3. Formacion del entrecruzamiento en elastina.
Tomada de “Elastic fibers: formation, function, and fate during aging and disease” por “C. S. et. al”,
2022, FEBS Journal, 289, p 3710, doi: 10.1111/febs.15899. Copyright, 2022%.

La adicion de moléculas de TE a la elastina prematura continua en la superficie celular,
para finalmente ser transportada al espacio extracelular®. El origen de las conformaciones
a-helicoidales siempre se encuentra en las secuencias de polialanina de los dominios KA.
Las hélices se forman presumiblemente tras la coacervacion y muy probablemente sean
necesarias para la formacion de enlaces cruzados intramoleculares bifuncionales, que
posteriormente dan lugar a enlaces cruzados funcionales mas altos, como DES o IDES, a
través de reacciones de condensacion adicionales. Los dominios KA 6, 14, 17, 19, 25, 27
y 31 en elastina humana estan involucrados en la formacién de DES/IDES*. Como

resultado, la elastina madura contiene 14 dominios que estan entrecruzados y contribuyen
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a la formacién de redes’ y los hidrolizados de elastina se caracterizan por carecer de His,
Trp y Met, pero pueden contener una pequefia cantidad (dos residuos) de Cys®'.

1.5 Degradacion de elastina

El entrecruzamiento de DES e IDES junto con el alto porcentaje (~78 %) de aminoacidos
hidrofébicos (Gly, Ala, Pro y Val)® que componen la secuencia total de la TE, le confieren
el caracter hidrofébico® y alta estabilidad a la elastina frente a los procesos de

degradacion®.

A pesar de esto, la elastina experimenta degradacién durante el envejecimiento asociada
a diferentes factores como la fatiga mecanica, degradacion enzimatica y modificaciones
guimicas*, que incluyen la glicacion, carbamilacién, calcificacion, dafio oxidativo, unién a
lipidos y racemizacién con &cido aspartico®®. De estos posibles mecanismos se ha
demostrado que una combinacion de los procesos de calcificacion, unién a lipidos vy
degradacion enziméatica, que se promueven y potencian entre si, tienen un fuerte impacto

negativo sobre la fibra elastica®.

Existe en la naturaleza una gran variedad de proteasas, pero son pocas las que se han
identificado con la capacidad para degradar la elastina. Estas enzimas son denominadas
elastasas, y se definen como endopeptidasas capaces de generar péptidos solubles de
elastina*. Werb et al., han definido a una elastasa como una proteinasa que es capaz de
solubilizar y degradar fibras de elastina insoluble*!, mientras que Bieth J. describié una
elastasa como una proteasa capaz de degradar la elastina entrecruzada madura e indico
gue una enzima que hidroliza elastina solubilizada quimicamente o sustratos de elastina
sintética no debe denominarse elastasa o proteinasa, si es incapaz de solubilizar la elastina

fibrosa®”.

Las anteriores definiciones no incluyen el hecho que la escisidn de elastina por ciertas
enzimas requiere el dafio previo de la elastina, como consecuencia del proceso de

envejecimiento, por ejemplo, para la HLE o la metaloendopeptidasa neprilisina®.
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La degradacion de elastina fibrilar por elastasas es influenciada particularmente por tres
factores: la especificidad de los enlaces peptidicos de las elastasas, diferencias en las
secuencias disponibles en la superficie de elastina que pueden ser reconocidas por el
dominio catalitico y la presencia de los sitios remotos de contacto entre la enzima y el

sustrato®?.

Las enzimas que cumplen las condiciones indicadas en alguna de las definiciones de
elastasas pertenecen a cuatro familias: serin proteasas, cistein proteasas,

metaloproteasas y proteasa asparticas, clasificadas de acuerdo con el sitio catalitico.

1.5.1  Serin proteasas

Estas proteasas se encuentran en el ser humano, donde se han identificado en procesos
de digestién, cascada de la coagulacion y la degradacion de la matriz extracelular*?. Se
dividen en dos familias distintas: la familia de las substilisinas y quimotripsinas. De la familia
de las quimotripsinas, se ha identificado que degradan elastina, en algun grado, la Tripsina
(TR, EC 3.4.21.4), Quimotripsina (CTR, EC 3.4.21.1), Elastasa pancreatica tipo Il (EP, EC
3.4.21.71), Elastasa de neutréfilos humana (HLE, EC 3.4.21.37), Proteinasa 3 (PR3, EC
3.4.21.76), Catepsina G (Cat G, EC 3.4.21.20) y la elastasa 1 similar a quimotripsina
(Celal, EP Tipo I, EC 3.4.21.36)%. La familia de las substilisinas, que incluye enzimas
bacterianas, difiere en sus estructuras 3D general, pero tienen la misma geometria de sitio

activo y mecanismo catalitico.

La actividad elastolitica de la EP, HLE, Cat G, PR3, Celal se ha reportado®! 44; aunque la
CTR puede degradar completamente la elastina, tiene una especificidad de escision mas
estrecha que la EP ya que escinde en los residuos de Tyr, Trp, Phe y Leu, que se
encuentran en la elastina solo en pequefias cantidades®. La TR solamente escinde C-
terminal de Lys y Arg, lo cual dificulta que degrade elastina madura, proteina que contiene
el 88% de los residuos de Lys modificados e involucrados en los enlaces del
entrecruzamiento y la ausencia de residuos de Arg*. Por esta raz6n TR no rompe elastina

madura, pero si TE con residuos de Lys accesibles®.
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La EP es una proteina de 26 kDa producida como un zimégeno en las células beta del
pancreas y es activada en el intestino por TR*. Estd compuesta por una cadena
polipeptidica de 240 residuos de aminoéacidos con cuatro puentes disulfuro®, y tienen un
sitio simple de unién a calcio compuesto de Glu-70 y Glu-80%. La EP porcina es una
elastasa agresiva que escinde la elastina por el C-terminal en Gly, Val, Leu, Ala e lley, en
menor medida Phe, Pro, Glu y Arg* %, Esta enzima no solamente escinde los enlaces Ala-
X'y Val-X sino también Gly-X los cuales representan el 33.1 % de enlaces totales en la
elastina, lo que puede explicar porgque la enzima presenta mayor actividad elastolitica que
la HLE y Cat G&.

Se ha reportado que las enzimas de este grupo que degradan elastina de la piel son HLE,
PR3y Cat G®, que son secretadas por neutréfilos polimorfonucleares y son almacenados
en sus formas activas en granulos azurofilicos, para ser liberados en respuesta a un
proceso inflamatorio®. Estas enzimas tienen actividad en una variedad de procesos
fisiologicos incluyendo defensa contra infecciones, degradacién de matriz extracelular,
procesos inflamatorios, remodelado de tejidos, cicatrizacién de heridas, coagulacién y

fibrinolisis®2.

HLE, también denominada elastasa de leucocitos, cataliza la degradacion de elastina,
diferentes colagenos, fibronectina y lamininas, adicional a proteinas del plasma tales como
inmunoglobulinas®®. PR3, también denominada como mieloblastina, muestra un 54 % de
homologia en la secuencia con HLE y degrada elastina, fibronectina, lamininas y colageno
tipo IV*. HLE y PR3 escinden similarmente en C-terminal a residuos hidrofébicos y/o
alifaticos tales como Ala, Gly y Val en elastina'y TE®*¢. HLE no degrada elastina intacta de

individuos jévenes, pero hidroliza elastina derivada de piel de individuos mayores’.

La Cat G muestra un 37 % de homologia en la secuencia con HLE y escinde una variedad
de substratos, incluyendo elastina, colageno tipo 1V, fibronectina, laminina y componentes
del plasma tales como las inmunoglobulinas®. Es sintetizada como una proteina de 255
residuos de aminoacidos, incluyendo un péptido de sefial de 18 residuos, un péptido de
activacion de dos residuos en el extremo N-terminal y una extensién carboxilo terminal®3.
La enzima madura contiene 235 residuos*’ y se almacena en granulos primarios como una
proteasa activa después de la eliminacion del propéptido amino terminal Gly-Glu*. Los

fibroblastos pueden producir y liberar Cat G y otras enzimas elastoliticas bajo ciertas
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condiciones patoldgicas; se ha identificado que fibroblastos de piel expuesta al sol
expresan altos niveles de Cat G, en comparacion a fibroblastos de piel no expuesta al sol*.

Cat G escinde C-terminal en residuos alifaticos y arométicos voluminosos como Leu, Phe
y Tyr en elastina, asi como Lys/Phe>Arg/Leu>Met>Ala>Asp en sustratos modelos*, y ha
mostrado preferencia por el aminoacido cargado Lys en TE, mientras que en elastina no
se ha identificado en P1 dado que los enlaces cruzados de elastina no se degradan
enzimaticamente ya que la estructura de Lys se altera sustancialmente con el
entrecruzamiento de la elastina®. Tres residuos cargados positivamente (Lys217, Lys192
y Arg41l) residen en las inmediaciones del sitio activo de la Cat G y podrian contribuir a la

especificidad de la proteasa®.

El mecanismo de Cat G como elastasa es similar a HLE, implica un proceso dependiente
del tiempo que consiste en una formacion inicial lenta del complejo elastasa-elastina,
seguida de una isomerizacién a un complejo estrechamente unido, que induce cambios
estructurales locales en la elastina para catalisis, y un proceso de desorcién para permitir
gue la elastasa se mueva sobre las fibrillas de elastina®?. Al igual que HLE y PR3, Cat G
presenta la triada catalitica His57, Asp102 y Ser195% que les permite después de la unién
a su sustrato, que la Ser195 realice un ataque nucleofilico sobre el grupo carbonilo del
péptido escindible, formando un intermediario tetraédrico. Este efecto se ve favorecido por
el efecto polarizante del i6bn carboxilato no solvatado de Aspl102, unido por puente de
hidrogeno a His574°. Lonky y Wohl propusieron dos modos potenciales de unién del
complejo inicial Elastina-elastasa que incluyen una fuerte unién no catalitica via
interacciones electrostaticas, y una débil pero efectiva unién catalitica via interacciones

hidrofébicas en el entrecruzamiento de la superficie de elastina rica en alanina®.

Se ha identificado que Cat G puede degradar fibras de elastina de individuos jévenes y
adultos mayores®® "1 y tiene preferencia por las fibras delgadas de elastina®. Cat G liberé
el mayor numero de péptidos potencialmente bioactivos, cuando se compara con HLE y
PR3, lo cual puede asociarse a que Cat G muestra un sitio de union méas grande y flexible
gue acomoda residuos alifaticos, hidrofébicos, aromaticos y basicos de mayor tamafio en
S1, en comparacion con HLE y PR3%. En otro estudio, se comparo la actividad elastolitica

de HLE y Cat G a una concentracion de 1,1 uM y 1,5 uM respectivamente, y se identificd



Capitulo 1 24

gue Cat G presento el 23 % de la actividad de HLE en la digestion de elastina aislada de
pulmén humano, mientras que en muestras de piel ex vivo, la actividad de Cat G fue el

32,5 % de HLE, en las mismas concentraciones®.
1.5.2 Cistein proteasas

Las cistein proteasas constituyen aproximadamente el 26 % de todas las proteasas
humanas, agrupadas en siete superfamilias, denominadas como Clan CA, CD, CE, CF,
CH, PAy PB®, Las cistein catepsinas humanas son proteasas lisosomales que pertenecen
al Clan CA, siendo el clan mas grande®? que comprende 11 miembros (Cat B, Cat C, Cat F,
CatH, CatK, CatL, CatO, CatS, CatV, CatW y Cat X) con varias actividades de
mantenimiento intracelular, pero si son secretadas, también participan en la escision de
proteinas de MEC, como colagenos tipo I, Il y IV, elastina, fibronectina y nidogeno®!. Estas
catepsinas contienen tres regiones funcionales incluyendo un péptido de sefal, un
propéptido y un péptido catalitico. El péptido de sefal dirige la translocacion de la
proenzima hacia el reticulo endoplasmico durante la traduccién ribosémica33. Las cistein
catepsinas pueden activar pro-MMP, e inversamente MMPs puede convertir los zimdégenos

de cistein catepsinas en formas activas®®.

La familia de la papaina del Clan CA, se ha dividido en dos subfamilias, de acuerdo con el
analisis de secuencia: Similar a catepsina L (CatL, CatV, CatK, CatS, CatW, CatFy
Cat H) y similar a catepsina B (Cat B, Cat C, Cat O, Cat X)2.

En el mecanismo de catélisis de este grupo de proteasas, la diada de Cys e His preforman
un par iénico mediante la transferencia del protén del grupo tiol del residuo de Cys al
residuo de His antes de la union del sustrato. Durante la catdlisis, la Cys desprotonada
actla como un nucledfilo que ataca el carbono carbonilo del enlace escindible del sustrato
y forma un intermedio de oxianidn tetraédrico. Esta estructura generalmente se estabiliza
mediante un residuo de GIn a través de un enlace H para formar un agujero de oxianion.
Posteriormente, la His dona su proton adicional a la amina en la regién C-terminal del
sustrato, lo que ayuda a la transformacion del intermedio tetraédrico en la enzima acilo
mediante la liberacion de la amina. En este proceso, se cree que un residuo de Asn en el
sitio catalitico orienta la His durante su catalisis &cido-base. Para complementar la escision

del sustrato, se requiere una molécula de agua para liberar la enzima del extremo N del
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sustrato. Nuevamente este paso se lleva a cabo mediante la desprotonacion del agua por

la His para crear un nucledfilo mas fuerte®.

Dentro de este grupo, la CatS (EC 3.4.22.27), CatK (EC 3.4.22.38), y CatV (EC
3.4.22.43), degradan la elastina en la piel, pero requieren para su actividad condiciones de
pH &cidas (5,5 y 6,5)%°, por lo que su actividad puede estar condicionada a procesos
patoloégicos donde cursen modificaciones del pH, como pueden ser los procesos
infecciosos®®. De acuerdo con Panwar et al., la expresion de las Cat V, Cat Sy Cat K es
menor en muestras de piel de donantes ancianos (70 a 86 afios) que en muestras de
sujetos jovenes (30 a 40 afios) y la mayor potencia elastolitica la presenta Cat V seguida
por Cat Ky Cat S°. Otro estudio mostré que Cat V es la elastasa mas potente seguida por
las catepsinas K, S, F, Ly B%®. La Cat K, Cat Sy Cat V prefieren escindir en C-terminal de
Gly>>Ala/Val en TE y elastina, en P2, las tres enzimas prefieren Gly, Val, Ala'y Pro®. En
general, Cat K, Cat S y CatV mostraron patrones de escision similares y escindieron
predominantemente entre residuos hidrofobicos alifaticos que estaban presentes en los

dominios repetidos de TES.

Aln no se ha elucidado el mecanismo exacto a través del cual las catepsinas degradan
los componentes de la matriz extracelular. Se ha propuesto algunos mecanismos, el
primero de ellos implica la fagocitosis de fibras de elastina y colageno por células
residentes dérmicas como fibroblastos, macrofagos, mastocitos y células dendriticas; el
segundo propone la pérdida lenta y progresiva de fibras de elastina causada por la
secrecion de catepsinas desde el estrato basal epidérmico hacia la dermis, donde se
puede alcanzar un entorno dérmico ligeramente acidificado por la accién de las anhidrasas
carbonicas intracelulares | y Il, y las anhidrasas carbonicas inducibles por hipoxia IX y XII,
gue se expresan altamente en la parte basal de la epidermis. Este entorno a pesar de no

ser el 6ptimo para las Cat Ky Cat V, es un pH adecuado para generar su efecto®.

La CatV, llamada también Catepsina L2, tiene un peso molecular de 37,3 kDa, 334
residuos de amino&cidos que contienen un péptido de sefial de 17 residuos, un propéptido
con 96 residuos y una enzima madura con una longitud de 221 residuos®*. El sitio activo
estd formado por los residuos conservados de Cys25 y His159% y dos sitios de N-

glicosilacion en Asnl08-Glu-Thr y Asnl79-Asn-Ser presentes en el péptido maduro.
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Ambos sitios de glicosilacion han demostrado ser importantes para el trafico intracelular e
intercelular de la enzima®. El subsitio S1, est4 formado por Asn64, Gly23, Gly65, y el
oxigeno carbonilo de Cys63. Este es poco profundo® y conlleva a una baja especificidad
por el sustrato®. En contraste, el subsitio S2, es el principal determinante de la
especificidad en la familia de las cistein proteasas de la papaina®®.

Se ha identificado la expresion de Cat V en la epidermis, timo, testiculos, cérnea, corteza
cerebral e hipocampo®*°, asi como también en macréfagos, donde contribuye en mas del
20 % de la actividad elastolitica de las cistein proteasas®® 2°. Las muestras de piel de
adultos mayores (70 — 86 afios) han mostrado una reduccién significativa (50 % - 80 %) de
la expresidn de catepsinas en comparacion con las muestras de adultos jovenes (30 - 40
afos), asociada a la reduccion durante el envejecimiento de las células que expresan
catepsinas (principalmente macréfagos y fibroblastos)®. Otro estudio identificé que el nivel
de expresion de Cat V es de alrededor del 25 % de Cat S en los macr6fagos, con una
actividad de degradacién de elastina tres a cuatro veces mas alta que Cat S, y Cat Ky una
tasa de degradacion entre dos y seis veces mas alta que EP y MMP-12, lo que permitié a
los autores afirmar que Cat V presenta la actividad elastolitica mas potente en células de
mamifero®. Cat V contribuye a la degradacién de elastina de la matriz extracelular via
endocitosis®*® y su actividad elastolitica ha demostrado una alta dependencia de sus

exositios que se unen a la elastinal!- 33,
1.5.3 Metaloproteasas de Matriz

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc®’ que actGan en
procesos de remodelado del tejido conectivo y degradacién de varias proteinas de la matriz
extracelular, a través de sus efectos en la migracion, diferenciacion y crecimiento celular,
como también en procesos de inflamacion, angiogénesis y apoptosis®®. La produccién de
MMP se incrementa en algunas condiciones fisiologicas y patolégicas como son la
cicatrizacion, el envejecimiento cutaneo, aterosclerosis, artritis, enfisema pulmonar, infarto
de miocardio, crecimiento tumoral, metastasis y algunas enfermedades ampollosas en las

que se produce fibrosis dérmica (epidermélisis ampollosa y penfigoide ampolloso)3*.

En vertebrados se han reportado 28 diferentes tipos de MMPs, de los cuales al menos 23

son expresadas en humanos?®. La mayoria de las MMP son sintetizadas como zimégenos
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0 proenzimas secretadas o transmembrana, y para su activacion se requiere la eliminacion
de un propéptido® compuesto de aproximadamente 80 residuos que se extiende del
dominio N-terminal al dominio catalitico y es responsable por la latencia de la enzima®®. El
dominio catalitico contiene alrededor de 170 aminoacidos®. Ademas de contener el ion de
zinc catalitico, coordinado por tres residuos de His®, todos los dominios cataliticos de MMP
poseen otro ion de zinc, el zinc estructural, y uno (MMP-11, MMP-13), dos (MMP-8, MMP-
2; MMP-14, MMP-16), o tres (MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12) iones de calcio
unidos®. MMP-2 y MMP-9 adicionalmente tienen un dominio de fibronectina tipo Il, con
aproximadamente 175 aminoacidos®. El dominio tipo hemopexina en la posicién carboxi-
terminal, se involucra en el reconocimiento del sustrato; el dominio catalitico es unido al
dominio similar a hemopexina, por un segmento denominado enlazador o regién bisagra®.
Las MMP de membrana tiene un dominio transmembrana asociado a la membrana
plasmética®’. El reconocimiento de sustrato por MMPs puede estar fuertemente modulado
por dominios auxiliares de la hendidura catalitica, como el dominio de hemopexina o las

repeticiones de fibronectina tipo Il en gelatinasas®? (Figura 4).
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Dominios estructurales de metaloproteinasas

Dominio
Péptido senal transmembrana

Propéptidos ~ Hemopexinas
C Region
bisagra i

Clivaje de furina —, ' & Cola citopkismics
/ \ | SES— J0la ¢ ll(ll) asmica

Repeticiones fibronectina Dominio catalitico

‘ Anclaje terminal Ordenamiento cisteina [N Dominio Ig-like _M GPI

Agrupaciones basadas en dominios estructurales
C

MMP-7, MMP-26 '

C '
MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-3, MMP-10, '
MMP-12, MM-19, MMP-20, MMP-27
C '
Gelatinasas: MMP-2, MMP-9 ' /\_/z:
C '
Metaloproteinasas activadas por furina:
MMP-11, MMP-21, MMP28 49 ' /\/a
C '
Metaloproteinasas de membrana: ’ ' s
MTI-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP ( . "lg?/
C '
Metaloproteinasas de membrana con anclaje GPI: &
MT4-MMP, MT6-MMP '
C

<
MMP-23 ' 4 ' ]

Figura 4. Estructura de las metaloproteasas.
Tomada de “Metaloproteinasas y piel” por “L. P. G.”, 2004, Actas Dermo-Sililiogrdficas,

95, p 415, doi: 10.1016/S0001-7310(04)76850-7 Copyright, 20043,

En el mecanismo catalitico, el ion Zn?* es coordinado por tres residuos de His; en la
ausencia de un sustrato o inhibidor, una molécula de agua es coordinada por el ion Zn?
como un cuarto ligando, quedando atrapado entre el metal y el residuo catalitico de Glu
perteneciente a His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-His. El grupo carbonilo del enlace peptidico
escindible se direcciona hacia el ion Zn?*, con lo cual se genera la polarizacién. La hidrolisis
del péptido también es asistida por el pKa relativamente alto del grupo carbonilo del residuo

catalitico de Glu, que se protona a pH neutro®®, por la extraccion del protén de una molécula



29 Contribucién al estudio de la funcién de las elastasas en la
degradacion de elastina aislada de piel humana

de agua, convirtiéndolo en OH", que posteriormente ataca e hidroliza directamente el
enlace amida del sustrato unido®. Esta caracteristica facilita el ataque nucleofilico de la
molécula de agua al atomo de carbono del carbonilo del enlace del péptido escindible, que
tiene un caracter carbocationico debido a la polarizacién inducida por el ion Zn?*. Esta
reaccion da lugar al intermediario tetraédrico, estabilizado tanto por el ion Zn?" como por
un grupo carbonilo de un enlace peptidico cercano, lo que conduce a la escisién del enlace
peptidico escindible cuando un segundo residuo (generalmente de His, que disminuye su
pKa) dona un atomo de hidrégeno al a&tomo de nitrégeno de la porcién imido del enlace

peptidico®.

En condiciones fisiologicas, la accién de las MMPs es controlada por los inhibidores
tisulares de las MMP (TIMP)®. La familia TIMP actualmente incluye cuatro miembros
diferentes (TIMP 1-4), que muestran una identidad de secuencia del 41 % al 52 %. TIMP-
1 tiene la capacidad de unirse a MMP-9, y TIMP-3 tiene la capacidad de unirse a MMP-2
y MMP-9¢,

Las proteasas de este grupo para las cuales se ha encontrado evidencia de actividad
elastolitica son: MMP-12 (EC 3.4.24.65), MMP-9 (EC 3.4.24.35), MMP-2 (EC 3.4.24.24),
MMP-7 (EC 3.4.24.23) y MMP-14 (EC 3.4.24.80)*%, En condiciones fisiol6gicas de la piel
se sobreexpresan MMP-2 y MMP-7, y estan en bajos niveles MMP-9 y MMP-12; estas dos

ltimas elastasas elevan su expresion en fotodafio®.

La MMP-9 (Gelatinasa B) es una endopeptidasa® producida por los queratinocitos y
almacenada por los neutrdéfilos, eosindfilos®®, macréfagos, varias células malignas® vy
fibroblastos®’. Fisiolégicamente se expresa principalmente por células del sistema inmune
y la descomposicion proteolitica de los sustratos a menudo ocurre en asociacion con
condiciones anti-homeostaticas®, como es el caso de la exposicién a la radiacion UV, para
la cual se ha identificado que MMP-9 aumenta 5.3 veces la expresion en piel fotodafiada
comparada con piel humana no expuesta®. MMP-9 existe fisioldgicamente como
mondémero, dimero o asociada a la proteina de transporte de lipocalina®. Se ha
demostrado que escinde diferentes tipos de colageno, laminina y plasmin6geno®®, como

también elastina®?.
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Para la activacion de MMP-9 se requiere el clivaje del propéptido, el cual es desplazado in
Vivo por muchas proteasas solubles, principalmente MMP-3, MMP-2, MMP-7, MMP-13 y
otras como la calicreina, la TR o el activador del plasminégeno tipo uroquinasa®®. El
dominio enlazador de MMP-9 es inusualmente largo (54 residuos), con alto contenido de
residuos de Ser y Thr con un patron variable de O y N-glicosilacion, haciendo muy
improbable su estrecha interaccion y confiriendo una extraordinaria flexibilidad a la
enzima®" %, La presencia de repeticiones similares a la fibronectina tipo Il insertadas en
tandem en el dominio catalitico MMP-9 es necesaria para la unién de la enzima a elastina®®,

como también la unién del dominio OG*.

Se ha comparado la actividad elastolitica de MMPs en diferente estudios, obteniendo
resultados que difieren entre algunos de ellos; en el estudio realizado por Umeda et al.®®
se report6 que la Unica enzima que libero desmosina e isodesmosina del grupo de MMPs
que se evaluaron (Dominio catalitico MMP-12, MMP-9, dominio catalitico MMP-2), es
MMP-12; mientras que Senior et al.,’° reporto que MMP-9 y MMP-2 tiene actividad
elastolitica; el estudio de Berton et al.”, reporto no haber identificado actividad de este tipo
para MMP-2, mientras que HLE y MMP-9 evidenciaron alterar la longitud de la fibra
elastica. Finalmente, en el estudio de Murphy et al.”?, se reporté a MMP-2 como la enzima

con mayor actividad elastolitica y MMP-9 la enzima menos eficiente.

1.5.4 Proteasas asparticas

Las proteasas asparticas tienen un peso molecular aproximado de 35 KDa y alrededor de
330 residuos de aminoacidos de longitud, con aproximadamente un 5 % de conservacion
de la secuencia entre los miembros de esta familia. El zimégeno de las proteasas
asparticas tiene un propéptido N-terminal de hasta 50 residuos de aminoacidos que se
escinde para generar la proteasa activa. La parte enzimatica de la molécula tiene un alto
contenido de aminoacidos dicarboxilicos y B-hidroxi, y un bajo contenido de residuos

basicos™.

En el genoma humano las proteasas asparticas son la clase mas pequefia con 15
miembros que se encuentran en 2 clanes, el clan AA y el clan AD, lo que refleja sus
diferentes estructuras terciarias. El clan AA tiene dos familias, la familia A1 que contiene

las proteasas asparticas clasicas (renina, pepsina A, pepsina C, Cat D, Cat E, BACEL,
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BACE2 y napsina A) y la familia A2 que incluye proteasas que son integradas por retrovirus
en el genoma humano como las proteasas del VIH™,

La escision del enlace peptidico se produce mediante un mecanismo catalitico general
acido-base. Uno de los dos residuos asparticos cataliticos se protona en el complejo
enzima-sustrato. El otro residuo Asp actlia como una base general activando una molécula
de agua que luego ataca el carbono carbonilo del enlace amida escindible, lo que da como
resultado la formacién de un intermedio de diol germinal tetraédrico. La desprotonacion
subsiguiente del grupo hidroxilo por uno de los aspartatos cataliticos y la activacion
simultanea de la amina saliente por el otro residuo aspartico protonado finalmente conduce

a la escision del enlace peptidico™.

La pepsina (PEP; EC 3.4.23.1) se encuentra en el estbmago de muchos organismos donde
es activa en condiciones muy acidas (pH < 3), y se inactiva de forma irreversible en pH
superiores a 5-6; generalmente produce mezclas complejas de péptidos comparada con
otras enzimas que escinden de forma mas especifica’. Esta enzima es secretada en la
forma inactiva del precursor pepsinégeno, el cual es activado por H* en la luz del estbmago,
resultando en un cambio conformacional y exposicion del sitio cataliticamente activo®. En
general la PEP prefiere escindir después de Phe y Leu, mientras que rara vez escinde
después de His y Lys a menos que estén adyacentes a Leu, Phe’. Sin embargo, en el
estudio de Schmelzer et al., realizado en elastina de piel se encontré que la proteasa

escinde con frecuencia el extremo C de los residuos Gly, Val, Ala, Leu y Phe®.

1.6 Envejecimiento cutaneo y degradacion de

elastina

Estudios histolégicos y ultraestructurales han revelado que durante el envejecimiento de
la piel la mayor alteracion se localiza en la matriz extracelular de la dermis’. A pesar de
gue las proteinas de la matriz extracelular tienen una marcada longevidad in vivo?, el dafio

en su estructura puede ser mediado por diferentes factores tanto intrinsecos,
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principalmente el efecto cronolégico, como extrinsecos, que pueden ser fotoexposicion,

polucién y consumo de cigarrillo®, entre otros.

El envejecimiento intrinseco se produce como consecuencia de cambios fisiolégicos a
través del tiempo debido a factores genéticos y cambios en el metabolismo celular y
estructura del tejido®. La piel envejecida intrinsecamente es delgada y su elasticidad es
menor, no presenta cambios en la pigmentacién ni arrugas profundas; por el contrario, la
piel fotoenvejecida presenta arrugas finas y profundas, manchas generadas por cambios
en la pigmentacién, textura aspera, mayor fragilidad, aumento de la vascularizacién y
angiogénesis??. Estas alteraciones generalmente se presentan por un desequilibrio entre
la degradacién y formacion de las estructuras de soporte de la matriz extracelular (el
colageno vy la elastina), lo que lleva a la acumulacién de fragmentos reticulados, pérdida
de elasticidad dérmica y deterioro en la funcién de fibroblastos dérmicos?’. En la piel
severamente fotoenvejecida se distribuyen abundantes depdsitos de fragmentos de fibras
elasticas altamente desorganizadas a través de la dermis?, lo que se conoce con el

nombre de elastolisis’’.

Sumado al dafio producido en las fibras elasticas por factores intrinsecos y extrinsecos,
también se produce un dafio a nivel de los fibroblastos, situacion que puede llegar a
explicar que el recambio de las fibras de elastina reticulada madura en los seres humanos
es muy lento*, llegando a ser casi inexistente en los mayores de 20 afios, por lo que los
procesos de elastdlisis que se generan producen una alteracion permanente en la piel

dificil de revertir.

Las fibras de elastina aisladas de sujetos jovenes son mas delgadas y entrelazadas que
las de sujetos ancianos (Figura 5). De igual manera, el didmetro de la fibra aumenta con
la edad®. La piel envejecida presenta estructuras macroporosas con tamafos de poros
mayores en comparacion con la piel de donantes jévenes®. El envejecimiento intrinseco
puede llevar a la separacion de elastina fibrilar, formacion de espacios quisticos y a la
fragmentacién de fibras elasticas en adultos mayores'?, principalmente en las capas

dérmicas papilar y reticular superior®.
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La degradacién enzimatica de elastina ocurre durante la expresion constitutiva de
proteasas en tejidos sanos y en condiciones inflamatorias®. Las proteasas reportadas con

actividad elastolitica en tejidos humanos son:

- Serin proteasas: Cat G, PR3, HLE y Celal.
- Metaloproteasas: MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-14 y NEP.
- Cistein proteasas: CatB, Cat F, CatK, CatL, CatSy CatV

Proteasas asparticas: PEP.

Figura 5. Micrografias electrénicas de barrido de elastina de piel humana.
Donantes jévenes — 6 afios (a, b), individuos adultos — 43 afios (c, d) e
individuos adultos mayores -90 afios (e, f). aumentos de 20 mm para a, c,
ey 6 mmparab,d,f.

Tomado de “Molecular-level insights into aging processes of skin elastin” por “A. M. et.
al”, 2016, Biochimie, 128-129, p 166, doi: 10.1016/j.biochi.2016.08.010. Copyright,

2016%.
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Adicional a los efectos estructurales producidos por la degradacion de la elastina, se
conoce que esta fragmentacion libera péptidos bioactivos, denominados elastoquinas, con
funciones bioldgicas como el aumento de la angiogénesis, regulacion de diversas
actividades celulares, incluidas la adhesién celular, activacion de proteasas, apoptosis®,
efectos quimiotacticos de monocitos y fibroblastos, estimulacion de la proliferacion celular
del musculo liso, induccion de respuesta osteogénica en células del muasculo liso vy
vasorelajacion®. Las elastoquinas conocidas se derivan de los dominios hidrofébicos no
reticulados, cuyos componentes basicos son GX, PX, GGX y PGX, con X=Gly, Ala, Val,

Leu o lle®.

La liberacion de elastoquinas a partir de la degradacion de la elastina respalda un fenotipo
senil de fibroblastos de la piel que disminuye la produccion de proteinas de la MEC, incluida
la elastina, y aumenta la expresion de proteasas que contribuyen a una mayor degradacion
de la elastina. Sin embargo, también existen hallazgos opuestos en los que se ha
considerado que las elastoquinas desempefian un papel protector en el fotoenvejecimiento
al reducir las actividades de la elastasa, prevenir la apoptosis de los fibroblastos y

aumentar su tasa de proliferacion®.

A nivel molecular, el envejecimiento intrinseco en TE se asocia con escisiones en toda la
molécula con preferencia en los grandes dominios hidrofébicos en las partes central y C-
terminal de TE®*. En las fibras elasticas ocurre dafio oxidativo a través de oxidantes
extracelulares como iones metalicos, complejos de oxidasa unidas a la membrana,
peroxidasas extracelulares, precursores de radicales 6xido nitrico sintasas y otros agentes
exogenos; formacion de productos finales de glicaciébn de elastina por reacciéon no
enzimatica, principalmente en los residuos de Lys y Arg, debido a la baja renovacién de
esta molécula; calcificaciébn de elastina y otras moléculas de MEC; racemizacion y
acumulacién de D-aspartato que puede inducir cambios conformacionales. Una mayor
reticulacion y susceptibilidad a la degradacion enzimatica, union de elastina y péptidos de

elastina a lipidos, carbamilacion de elastina y fatiga mecanica?.

Mientras que en el envejecimiento extrinseco las escisiones en TE se asocian con mayor
destruccion de las partes N-terminal y central de esta molécula y una mayor susceptibilidad
a la degradacién enzimatica®; los efectos del envejecimiento extrinseco son aditivos a los

inducidos por el envejecimiento intrinseco, y se relaciona con la infiltracién de células
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inflamatorias, macréfagos y mastocitos, lo que puede llevar a un aumento de la expresion
de proteasas por el efecto de algunos factores como el consumo de tabaco, polucién y la
radiacion UV; este Ultimo se ha asociado a la deposicién de material elastolitico que exhibe

estructuras fibrosas engrosadas, desorganizadas y no funcionales?®.

Estructuras ricas en croméforos UV (Cys, Trp, Tyr), como los dimeros de fibronectina y las
microfibrillas de fibrilina, desempefian un papel protector ya que se degradan con la
exposicion a la radicacion UV para reducir el dafio del tejido®. Adicionalmente, se ha
demostrado que la radiacion UV y exposicién a altas temperaturas pueden inducir la
expresion de la isoforma de TE que contiene el exdn 26A, el cual puede generar fibras con
una estructura alterada las cuales son observadas en piel humana fotoenvejecida con
elastosis solar®*. Estudios ultraestructurales han demostrado importantes cambios en la
arquitectura y estructura del tejido elastico en piel expuesta a sol. En los estados iniciales,
la caracteristica mas prominente es un incremento en el componente microfibrilar, mientras
gue en etapas posteriores las fibras elasticas tienen la apariencia de agregados de material

granular o incluso amorfo.

1.7 Estudio de comparacion de la actividad de

elastasas en elastina

La elastina se distribuye principalmente en vasos sanguineos, pulmones y piel. El dafio de
esta proteina esta asociado con trastornos patolégicos como son enfisema, aneurismas,
ateroesclerosis y elastolisis solar®:. Debido al gran impacto de estas alteraciones, algunos
grupos de investigacion han orientado sus esfuerzos en identificar cuales enzimas tienen
actividad elastolitica y asi poder establecer dianas farmacoldgicas para disminuir el

impacto por la activacion de estas proteasas.

Estas investigaciones han recurrido a multiples métodos para determinar la degradacion o
alteracion de la elastina (Tabla Al, Anexo 1). Dentro de estos métodos se encuentran:
andlisis morfométrico de la fibra elastica® !, determinacién de fluorescencia de péptidos
marcados de elastina®, espectrofotometria (280 nm y 490 nm)® 5% 56 electroforesis’,

recuento de centelleo de [*H]-elastina soluble’® 72 78 79 liberacion de desmosina e
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isodesmosina de la fibra y su identificacién por HPLC (UV-VIS)®, identificacién de los
péptidos liberados como producto de la degradacion de elastina por HPLC acoplado a
espectrometria de masas® 32 7 10 1. 51 5 inmunoensayo para la determinacién de
desmosina®! °, cuantificaciéon por peso® ® y determinacion de péptidos liberados de
elastina por el método de ninhidrina®, los cuales han permitido identificar y comparar la
actividad elastolitica entre diferentes enzimas, en algunos casos a través de una técnica

analitica y en otros, a través de la combinacion de algunos de estas.

Igualmente, se identifica una amplia variacion de sustratos usados para determinar la
actividad elastolitica; algunos investigadores han realizado la evaluacién en elastina
obtenida comercialmente por el método Starcher ® 2, en tejido ex vivo 1, y en TE &, 8, lo
que podria interferir en los resultados obtenidos, dado que se presume que la integridad
de la fibra de elastina puede modificar la actividad de las elastasas; en un estudio se
identificé que neprilisina tiene la capacidad de degradar fibras de elastina obtenidas de piel
de donantes adultos mayor, la cual presenta un dafio previo, mientras que sobre las fibras

de piel de donantes jovenes no presenta actividad elastolitica®?.

En la literatura se encuentran reportes con resultados diferentes respecto a la actividad
elastolitica de las enzimas, por ejemplo, Barroso et al., reporta que la cantidad de péptidos
liberados por MMP-9 no son apreciables®’, indicando con ello que la actividad como
elastasa no es significativa, mientras que en el estudio realizado por Berton et al.”%, se
encontré que MMP-9 induce un 50 % de elastolisis con respecto a la actividad de elastasa
de neutrdfilos. Posiblemente estas discrepancias se presentan debido a diferencias en el
tipo, tejido de origen e integridad del sustrato, relacion de concentracion enzima:sustrato y
condiciones propias de la digestion, dado que para el primer caso se trabaj6é con elastina
de pulmén humano de tipo comercial, mientras que en el segundo caso se evalu6 en
elastina ex vivo de piel humana. Igualmente, esta discrepancia se podria asociar al método
utilizado para determinar la actividad elastolitica, dado que Barroso et al., determino los
péptidos liberados de la elastina y los cuantificé por HPLC acoplado a detector de masas,

y Berton et al., realiz6 un analisis morfométrico computarizado.

Estas diferencias entre la actividad de las enzimas aun permanecen sin entenderse, dado
gue se han realizado pocos estudios donde se evalla la potencia de las enzimas

empleando elastina de diferente origen o método de aislamiento (ver anexo 1).
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2.0Dbjetivos

2.1 Objetivo General

Contribuir a la investigacion de las elastasas en la degradacion de fibras de elastina
obtenidas de piel humana.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar la potencia elastolitica de al menos dos elastasas asociadas a procesos de

envejecimiento cutaneo.

- Evaluar cuantitativamente el efecto de la integridad de la fibra elastica sobre la actividad

elastolitica de las elastasas seleccionadas.

- Contribuir a la determinacién de un posible sinergismo en el desarrollo de la actividad
elastolitica de las enzimas evaluadas en la degradacion de elastina derivada de piel

humana.
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3.Materiales y Métodos

3.1 Materiales

3.1.1

Reactivos

Nombre comun (Denominacion

IUPAC)

Acido Trifluoroacetico (Acido
2,2,2-Trifluoroacético)

Hidroxido de potasio

Fosfato monobasico de potasio

Cloroformo estabilizado con

Etanol Puro

Urea

Sulfato de sodio Anhidro

TRIS

Dodecilsulfato Sodico

Dietilenglicol

Bicarbonato de amonio

Ninhidrina (2,2-Dihydroxyindane-

1,3-dione)

Cloruro de Sodio

Cloruro de Potasio

Hidrogeno Fosfato Disodico

Dietil Eter Estabilizado con 6 ppm

de BHT

Férmula
Quimica

CF;COOH

KOH
KH2PO4
CHCls

CON2H4
NaxSO4

C4H11NO3

NaCi2H25S04
C4H1003
NH4HCO;
CoHeO4

NacCl
KCI
Na,HPO,

(C2Hs)20

CAS

76-05-1

1310-58-3
7778-77-0
67-66-3

57-13-6
7757-82-6

77-86-1

151-21-3
111-46-6
066-33-7
485-47-2

7647-14-5
7447-40-7
10028-24-7
60-29-7

Fabricante

Carlo Erba
Reagents

Merck
J.T.Baker

PanReac
AppliChem

SIGMA

PanReac
AppliChem

Loba Chemie
pvt.LTD

Merck
Sigma
Merck

Biobasic

Merck
Scharlau
Merck

PanReac
AppliChem
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Acido Férmico CH,0, 64-18-6 PanReac
AppliChem
Acetona C;HO 67-64-1 PanReac
AppliChem
Metanol CH;OH 67-56-1 LiChrosolv
Hidréxido de Potasio KOH 1310-58-3 PanReac
AppliChem
DTT C4H1002S> 3483-12-3  Thermoscientific
DMSO C2HsOS 67-68-5 PanReac
AppliChem
3.1.2 Enzimas, proteinas y aminoacidos
Nombre EC o CAS Proveedor
Catepsina V (Proteina recombinante EC 3.4.22.43 R&D Systems a
humana) biotechne brand
Catepsina G (Polvo liofilizado de EC 3.4.21.20 SIGMA
leucocitos humanos)
Elastasa Pancreética Tipo | de porcino  EC 3.4.21.36 SIGMA
rhMMP-9 EC 3.4.24.35 R&D Systems a
biotechne brand
Tripsina EC 3.4.21.4 Gibco by life
Technologies
Alblmina de suero bovino 9048-46-8 SIGMA
Desmosina 11003-57-9 ELASTIN PRODUCTS

CO., INC
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3.1.3 Buffers y soluciones

Nombre Composicion

Buffer para EP y CatG Tris 50 mM en ddH;0, pH 7,5

Buffer para Cat V Buffer de acetato 100 mM, DTT 2,5 mMy 2,5 mM
EDTA; pH 5,5

Buffer para MMP-9 Tris 50 mM, CaCl; 10 mM y NaCl 150mM; pH: 7,5

Solucién activacion MMP-9 AFM (acetato de fenilmercurio) 10 mM en ddH-O

Solucién caotrépica Tris 0,3 M que contiene 2-mercaptoetanol 1,5 My urea
4 M

Solucién de clivaje Bromuro de ciandgeno 3 % en acido férmico al 98 %

Solucion de tripsinizacion NH;HCO3 100 mM que contenia 8000 unidades BAEE
de tripsina

Reactivo de ninhidrina Ninhidrina 200 mg en 7,5 mL etilenglicol, 2,5 mL de
Buffer acetato 4 N y 250 pL de SnCl; 530 mM en
etilenglicol

3.1.4  Muestras de piel

Muestras de piel entre 3cm? y 10cm? fueron obtenidas como remanentes de
procedimientos reconstructivos y/o estéticos del area abdominal realizados a mujeres
adultas con fenotipo de piel Ill y/o IV segln la escala de Fitzpatrick, no fumadoras y sin
diagnostico de patologias dérmicas, pertenecientes a los siguientes grupos etarios: Adultos
jovenes (26 a 31 afos; n=5) y Adultos mayores (66 a 86 afios; n=5). Los procedimientos
quirurgicos se realizaron en el Hospital Clinica San Rafael de la ciudad de Bogotéa D.C.
Las muestras se lavaron y mantuvieron en solucién salina para su transporte a -4°C hasta

la Universidad Nacional de Colombia en donde fueron almacenadas a -8 °C hasta su uso.

El estudio cont6 con la aprobacién de los Comités de Etica de la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional de Colombia y del Hospital Universitario Clinica San Rafael, y se
desarroll6 dando cumplimiento a lo establecido en la Declaracién de Helsinki; para la

participacion en el estudio, cada una de las voluntarias dio su consentimiento por escrito y



41 Contribucién al estudio de la funcién de las elastasas en la
degradacion de elastina aislada de piel humana

el tratamiento de datos personales se realizé acogiendo lo indicado en la Ley 1581 de 2012

(Habeas Data).

3.1.5 Instrumentos
Nombre Marca
Tubos Eppendorf (Tubos de 2.0 mL LoBind Eppendorf
Protein)
Balanza Semimicro analitica MSE225S (d=0,01 Sartorius
mg)
Centrifuga Ortoalresa
Estufa IsoTemp Vaccum Fisher
Blogue de calentamiento CTB 2008 UN-CEIF
Cabina de flujo laminar C4Pascal
Cabina de extraccion AIRTEC
Barfio de agitacion Shack-R Bath Lab-Line

Potenciémetro

Micropipetas de (0,2-2 yL, 2-20 pL, 20-100 pL,
100- 1000 pL)

Vortex MX-S

Termomezclador Multi-Therm

HORIBA Scientific

Thermoscientific

SCILOGEX

Benchmark KASAI
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3.2 Métodos

3.2.1 Aislamiento de elastina

Las muestras de piel humana fueron descongeladas y cortadas en fragmentos de 1 cm?y
posteriormente pesadas. Para la separacion de la epidermis se adapt6 el procedimiento
descrito por Baumberger et al.?®, tratando cada muestra con NH,OH 0.32 M en NaCl 1 M
durante 90 minutos a temperatura ambiente y posterior remocion mecéanica de la
epidermis. Las muestras se sometieron a lavados consecutivos con NaCl 1 M por 10
minutos y agitacion, hasta alcanzar pH neutro.

Para el aislamiento de elastina se implement6 con pequefias variaciones el método
descrito por Schmelzer et al.” Los fragmentos de dermis fueron tratados con NaCl 1 M
durante dos horas, seguido de una mezcla de Agua:Etanol [1:1] v/v durante toda la noche.
En el segundo dia las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm, se retir6 el solvente de
lavado y se realizaron lavados consecutivos durante una hora con agua:etanol [1:1] v/v,
etanol, mezcla de cloroformo: metanol [2:1] v/v (dos veces), éter etilico, acetona y etanol;
después del tratamiento con cada solvente, las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm
antes de retirar el solvente. Posteriormente, se adiciond solucién de clivaje (Bromuro de
ciandgeno 3 % en acido férmico al 98 %) y se dejaron en agitacién durante 16 horas. Al
iniciar el tercer dia, el material insoluble fue recuperado por centrifugaciéon a 10.000 rpm
por 10 minutos, y se adiciond nueva solucion de clivaje, dejando en agitacién durante 6
horas. Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos y se realizaron tres
lavados consecutivos con mezcla de agua: etanol [1:1] v/v. A continuacién, los pellets
fueron resuspendidos en solucién caotrépica (Tris/HCI 0.3 M que contenia 2-
mercaptoetanol 1.5 M y urea 4 M), y se mantuvieron durante toda la hoche con agitacion.
En el cuarto dia, la solucion caotrépica fue renovada posterior a la recuperacion del
material insoluble por centrifugacién a 10.000 rpm por 10 minutos y las muestras fueron
sometidas a agitacion 3 horas; este Ultimo paso se repiti6 una vez mas. Inmediatamente
se realizaron tres lavados, precedidos de centrifugacién a 10.000 rpm, con una mezcla de
agua: etanol [1:1] v/v, agitacion y una duracién de 10 minutos para cada lavado. Al finalizar
el cuarto dia las muestras fueron resuspendidas en solucién de tripsinizaciéon (NH,HCO3

100 mM que contenia 8000 unidades BAEE de tripsina) y se dejaron en agitacion durante
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16 horas. En el quinto dia se adicioné agente caotropico a las muestras y se mantuvo en
agitacion durante 1 hora. El pellet obtenido fue lavado con agitacién durante 10 minutos
con una mezcla de acetonitrilo:Agua- &cido férmico 0.1 % [1:1] v/v (dos veces), agua:etanol
[1:1] v/vy agua:etanol [3:7] v/v. El ultimo lavado se realizé con etanol al 99 %. Finalmente,
las muestras se secaron a temperatura ambiente bajo cabina de flujo laminar durante 6

horas, se pesaron y fueron almacenadas a -8 °C hasta su posterior analisis.

3.2.2 Determinacion cualitativa de elastina y colageno.

Las muestras obtenidas en el proceso de aislamiento fueron fijadas en formalina y
sometidas al proceso histolégico para obtener secciones de 5 um de espesor, las cuales
fueron procesadas por tincibn de Verhoeff-Van Gieson y Tricrdbmico de Masson con
modificacion de Gomory. Las secciones fueron fotografiadas con un microscopio de luz
marca Nikon Elipse 50i conectado a una cAmara digital utilizando el programa de captura
de NIS elements. Las secciones tefidas se observaron bajo microscopio Optico y se
analizaron con aumentos de 4X, 10X y 40X para determinar su morfologia y el resultado
de las tinciones de Verhoeff-Van Gieson y Tricrbmico de Masson con modificacion de
Gomory. Este estudio fue realizado por el Laboratorio del Grupo de Trabajo en Ingenieria
de Tejidos de la Universidad Nacional de Colombia.

3.2.3 Digestion enzimatica de elastina.

Las muestras de elastina aisladas a partir de la piel de donantes jévenes y adultos mayores
(n=5) fueron sometidas a un proceso de secado bajo cabina de flujo laminar durante 4
horas previo a la realizacién de la pesada. Posteriormente, las muestras se incubaron
separadamente con cada una de las enzimas empleando su buffer respectivo:

Cat G: Buffer Tris 50 mM; pH: 7,5

Cat V: Buffer acetato 100 mM; 2,5 mM DTT y 2,5 mM EDTA,; pH 5,5

EP: Buffer Tris 50 mM; pH: 7,5

MMP-9: Tris 50 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 150mM; pH: 7,5
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En todos los casos se emple6 una relacion de 50 pg de elastina por 1 nM de enzima y se
llevé a un volumen final constante de 250 pL; La incubacion de las muestras de elastina
con cada una de las enzimas se realizo durante 76 horas a 37 °C y agitacion constante.
Adicionalmente se sometieron a estas condiciones de incubacion, un blanco de enzima
gue contenia el buffer y la enzima respectiva. Para el caso de la MMP-9, 48 horas antes
de iniciar la digestidn se realiz6 la activacion de la enzima a 37 °C mediante incubacion

con acetato de fenilmercurio en DMSO a una concentracion final de 1 mM.

La reaccion enziméatica se detuvo por la adicién de acido trifluoroacético para alcanzar una
concentracion final de 0.5 % v/v. Posteriormente se retird el pellet remanente de elastina a
otro vial. El sobrenadante y los pellets de elastina fueron almacenados a -8 °C para realizar

los andlisis posteriores.

3.2.4 cCuantificacion de proteina total solubilizada mediante

el método de ninhidrina

La cantidad de proteina total solubilizada por la accidn enzimatica fue establecida mediante
el método de Ninhidrina, de acuerdo con lo descrito por Starcher®® y Sun et al.?’. Los
sobrenadantes obtenidos de la digestibn enzimatica fueron descongelados vy
homogeneizados. En viales tapa rosca se colocaron 100 yL del sobrenadante de la
digestién enzimatica de cada una de las muestras, sus blancos y una solucién de albimina
de 2,5 mg/mL y se les adicion6é 100 pL de HCI 6N, las cuales se mantuvieron 24 horas a
92 °C. La solucion resultante se evapor6 en estufa con vacio a 60 °C y 15 psi durante 24
horas; las muestras fueron almacenadas a -8 °C hasta su posterior andlisis de

cuantificacion de proteina total y contenido de desmosina.

Para la determinacién de la cantidad de proteina total solubilizada, las muestras de elastina
tratadas con las diferentes enzimas, blancos de cada enzima y albumina fueron
descongeladas, reconstituidas adicionando 100 pL de ddH,O y se agitaron hasta la
solubilizacion del residuo de la digestién acida. Tres réplicas de cada muestra (elastina
tratada con cada enzima, blanco de cada enzima, blanco de reactivo (reactivo de ninhidrina
sin adicion de muestra) y alblmina en concentraciones entre 0,1 mg/mL y 0,5 mg/mL)

fueron incluidas en el ensayo. Entre 1,0 pL y 5,0 pL de cada muestra se colocaron en
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placas de 96 pozos y se llevaron a un volumen de 25 pL con ddH.O. Posteriormente se
adicion6 100 pL de reactivo de ninhidrina, se agité y se llevo la placa a calentamiento en
bafio de maria durante 15 minutos. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la
absorbancia a 575 nm se determiné empleando un lector de placas Twinkle LB 970. Para
determinar la cantidad de proteina total solubilizada en las muestras de elastina tratadas
con las enzimas, a la absorbancia obtenida para cada muestra se les resto el promedio de
la respuesta del blanco de la enzima correspondiente; este valor se interpola en la curva
de calibracién construida con las absorbancias obtenidas para cada una de las
concentraciones de las muestras de Albumina menos el blanco de reactivo. Finalmente,
empleando los factores de dilucién correspondientes se expresan los resultados como

contenido de proteina total (mg albumina/mL) en 250 pL de digestidon enzimatica.

3.2.5 Cuantificacion de desmosina

Para la determinacion de la cantidad de desmosina presente en los sobrenadantes de las
muestras de elastina digeridas con las diferentes enzimas, se implementé con
modificaciones el método descrito por Umeda et al.88, Los andlisis fueron realizados
empleando un HPLC Hitachi PrimaideTM con detector UV de arreglo de diodos. La
columna empleada fue una C18 Phenomenex (250 mm x 4.60 mm x 5 pm) y una fase mévil
compuesta de la solucion A (buffer fosfato 0,1 M pH 4,5 y acetonitrilo (80:20) que contiene
dodecilsulfato de sodio 10 mM) y acetonitrilo. El analisis se realiz6 en modo isocrético
empleando solucién A: acetonitrilo (97:3), a un flujo de 0,8 mL/min y una temperatura de
30 °C. La columna se equilibr6 durante 1 hora antes de iniciar el analisis. Para la
cuantificacion de desmosina se realizO una curva de estandar de desmosina con
concentraciones entre 3 ppm y 30 ppm. Las soluciones de desmosina y las muestras de
elastina obtenidas posterior a la digestion enzimatica e hidrélisis acida fueron inyectadas
(10 pL) y la absorbancia fue determinada a 275 nm. La cantidad de desmosina fue

calculada por interpolacion en la curva de calibracion de desmosina.
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3.2.6 Tratamiento estadistico de datos

Los resultados de la determinacion de proteina total solubilizada mediante el método de
Ninhidrina, variaciébn de peso y determinacion de desmosina liberada son expresados
como el promedio + el error estdndar. Todas las pruebas estadisticas aplicadas se
analizaron con un nivel de significancia (o) de 0,05. Inicialmente se realizé un rechazo de
datos atipicos sin reemplazo de datos mediante la Prueba de Chauvenet. Para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos entre los grupos
de jovenes y adultos mayores para cada enzima, se determind el cumplimiento de los
supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y homocedasticidad
mediante la Prueba de Levene. A los grupos de datos por enzima que presentaron
normalidad y homocedasticidad se les aplicé la prueba t de Student para varianzas iguales.
Los grupos de datos que no cumplieron con el supuesto de normalidad, fueron comparados
empleando la prueba de Mann Whitney U.

Finalmente, el efecto del tipo de enzima y la integridad de la fibra fue analizado
conjuntamente empleando un ANOVA de dos vias desbalanceado con efectos fijos.

Las diferentes pruebas estadisticas se realizaron empleando el sitio web

(https://www.statskingdom.com/index.html) y la funcién de analisis de datos de Excel de

Microsoft 365 para empresas.


https://www.statskingdom.com/index.html
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4.Resultados y discusion

4.1 Implementacion de un protocolo para el

aislamiento de elastina

Las muestras de piel obtenidas para el presente estudio fueron tomadas del area
abdominal para obtener fibras de elastina que estén sometidas principalmente al efecto
del envejecimiento intrinseco, esto con el objetivo de disminuir la variabilidad en el dafio
de la elastina asociada al efecto de los factores extrinsecos como la polucién y los rayos
UV. En los fragmentos de piel de un area de 1 cm? previo a cualquier tratamiento se
evidencia que el peso del tejido de donantes adultos mayores (0,4604 g £+ 0,0123) es
aproximadamente un 18 % menor al obtenido con las muestras del grupo de adultos
jévenes (0,5656 g + 0,0288), lo cual concuerda con reportes previos que relacionan el
envejecimiento de la piel con la disminucion en el grosor de las capas de epidermis y
dermis®. Adicionalmente, durante la manipulacién de las muestras se identific6 una menor
resistencia a la traccion mecanica de las muestras de donantes mayores comparadas con
las de adultos jovenes, posiblemente asociado a la pérdida de las proteinas de la MEC

durante el envejecimiento.

Para la purificacion de la elastina se realizaron ensayos preliminares en los que se
evaluaron los métodos de Lansing® y una modificaciéon del método de Schmelzer et al’.
Con el método de aislamiento de Lansing el producto obtenido present6 alto contenido de
colageno identificado mediante tincién de Tricrémico de Masson y no se logro identificar
elastina a través de la tincion de Verhoeff-Van Gieson. La modificacién del método de
Schmelzer, aunque presenta un menor contenido de colageno que el determinado para las
fibras obtenidas por el método de Lansing, aun es mayor el &rea de tincion con coldgeno
gue las de elastina. Adicionalmente, el método de Schmelzer no logra remover la epidermis
de las muestras y en algunas muestras se observo que la elastina y el colageno quedan
encapsulados por la epidermis ya que no se presenta respuesta con las tinciones. Por esta
razén, como una primera fase de la implementacion del método de aislamiento de la

elastina fue necesario evaluar diferentes métodos para la eliminacion de la epidermis.
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La remocion de la epidermis favorece la obtencion de fibras de elastina sin alto contenido
de colageno y otras proteinas. Adicionalmente, la epidermis no contiene elastina por lo que
no se afecta la cantidad de elastina a recuperar durante el proceso de aislamiento. Se

evaluaron los siguientes procedimientos para la remocion de la epidermis:

a. Tratamiento de la piel con NaCl 1M por 2 horas con agitacion constante a
temperatura ambiente y remocién mecénica de la epidermis. Este procedimiento ha
sido empleado en estudios con muestras de piel humana’, sin embargo, bajo las
condiciones evaluadas en el presente estudio no permitié la eliminacién de la capa de
epidermis. Las diferencias en los resultados obtenidos frente a lo reportado en la
literatura pueden asociarse al efecto que genera la radiacion solar sobre la piel, de
acuerdo con la latitud de geolocalizacién del donante de la muestra de piel, dado que
se ha identificado que las zonas de mayor exposicién a la radiacién UV se encuentran
cercanas a la linea ecuatorial®®, sumado a que también se ha identificado que el
espesor de la capa de epidermis aumenta a mayor exposicion a radiaciéon UV®, incluso
cuando se compara diferentes partes del cuerpo, con diferentes grados de exposicion
a radiacion solar (rostro vs abdomen) en diferentes décadas de la vida®. Esto
explicaria el mayor contenido y efecto de encapsulamiento que generd la epidermis de
las muestras trabajadas en el presente estudio, cuyos donantes habitan en latitudes
cercanas al Ecuador frente a lo reportado en estudios realizados con donantes de
paises europeos. La muestra a nivel de la dermis evidencia que presenta hinchamiento

(Figura 6), sin embargo, no fue posible su remocién empleando medios mecanicos.
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Figura 6. Muestra de piel después de su tratamiento con NaCl 1M.

b. Tratamiento con solucion de Tiocianato de sodio 2 N por 25 minutos y remocién
mecanica de la epidérmis. Mediante este procedimiento se separd facilmente la
epidermis de la dermis (Figura 7); el tiocianato de sodio permite el hinchamiento de las
fiboras de colageno generando la separacion efectiva de la capa de epidermis®3, sin
embargo, los lavados posteriores realizados a las muestras no garantizaron la
eliminacion total del tiocianato, el cual puede reaccionar con el medio acido (acido
formico) al que se someten las muestras durante el aislamiento de elastina, y asi

desencadenarse la reaccion que se presenta en la Ecuacion 1.

H* +SCN~ = HCNS+ H* = H,CNS*+ H,0=  NHj CO-SH

Ecuaciéon 1. Reaccion del tiocianato de sodio en medio acido.

Esta reaccion puede implicar la degradacién de la muestra de dermis y la interferencia
con la integridad de la superficie de la fibra de elastina, por lo que, aunque se remueve
facilmente la epidermis este método no fue seleccionado.
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Figura 7. Muestra de piel después de adicion de solucién de Tiocianato de
sodio 2 N.

c. Tratamiento con solucién de NH4sOH 0,32 M en NaCl 1 M y remocion mecénica de
la epidermis. Mediante el uso de una base débil como el NH,OH se garantiz6 la
separacion de la capa de epidermis (Figura 8) en forma similar a la obtenida con el
tratamiento con tiocianato de sodio 2 N. Bajo las condiciones de pH alcanzadas se ha
reportado que las proteinas no se desnaturalizan®® y se genera un hinchamiento de las
fiboras de colageno®, debido a que el pH supera el punto isoeléctrico de la proteina
(9,3)%® de forma rapida, por la penetracion de las moléculas no disociadas de NH,OH
y NHs 8, permitiendo la hidratacién y aumento de casi el 100 % del volumen de estas

fibras®, lo que conlleva a la liberacién rapida y completa de la epidermis.
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Figura 8. Muestra de piel tratadas con solucion de NHsOH 0,32 M en NaCl 1
M.

Adicionalmente, como parte del acondicionamiento de la muestra de piel se requirié incluir
una etapa de remocion mecanica de los vellos presentes en la muestra ya que estos no

son eliminados durante el proceso de aislamiento de la elastina.

Las modificaciones propuestas al método de Schmelzer indicadas anteriormente
consistieron en el remplazo del bromuro de cianégeno por colagenasa tipo I, con el fin de
disminuir el impacto ambiental derivado de la alta toxicidad del bromuro de cianogeno®. El
bromuro de ciandégeno degrada colageno, pero no elastina por la ausencia de metionina
en esta Gltima’, mientras que la colagenasa tipo | tiene especificidad en su accién catalitica
por enlaces entre aminoacidos neutros y Gly en la secuencia Pro-X-Gly-Pro%’; esta Ultima
secuencia no se encuentra en la TE por lo que no se generara efecto catalitico de la
elastina. Sin embargo, los resultados en el trabajo de Martinez et al*® evidenciaron que el
alto contenido de colageno en el aislamiento de elastina empleando colagenasa puede
estar asociado a la inactivacion de la enzima por los remanentes de 2-mercaptoetanol,
necesario para eliminar las microfibrillinas de fibrilina, y usado previamente en el proceso
para romper los puentes disulfuro de estas estructuras, las cuales contienen
aproximadamente un 14 % de residuos de cisteina®, y forman los puentes disulfuro para
estabilizar la molécula. De otro lado se ha reportado previamente que la colagenasa tipo |,
no tiene la capacidad de degradar colageno tipo VI%°, el cual se expresa a nivel de la dermis
papilar y hace parte de los 20 diferentes tipos de colagenos que se han identificado en piel
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humanal®, lo que también puede explicar que la colagenasa no degradara completamente

el coldgeno presente en las muestras.

En consecuencia, el aislamiento de elastina a partir de dermis humana se basé en el
método propuesto por Schmelzer et al.’, en el cual se realizan lavados iniciales con
solucién salina para eliminar las proteinas hidrosolubles, con posteriores lavados con
solventes organicos que de acuerdo con la polaridad eliminan contenido lipidico. La
solucién de bromuro de ciandgeno en acido formico escinde los enlaces peptidicos con
residuos de metionina presentes en las fibras de colageno, y ausentes en elastina,;
adicionalmente, el acido férmico permite el retiro de lipidos que alun puedan permanecer
contenidos, por la alta solubilidad de estos componentes en este acido!®. La solucién de
agente caotrépico que contiene el 2-mercaptoetanol permite la reduccién de los puentes
disulfuro presente en las microfibrillas, inestabilizando la estructura y permitiendo su
ruptura. Finalmente, la digestidén con tripsina permite remover las microfibrillas remanentes,
a través de la lisis que genera en los residuos de Lys y Arg!®, los cuales también se
encuentran en la molécula de elastina, pero estan involucrados en la formaciéon de
desmosina e isodesmosina, por lo cual no se encuentran disponibles para la accién de la

enzima.

4.1.1 Cantidad de elastina obtenida a partir de muestras

de piel

La cantidad de elastina obtenida a partir de las muestras de piel por grupos etarios (adulto
joven y adulto mayor) se presentan en la Gréfica 1. Se evidencia un mayor contenido de
elastina por gramo de piel en el grupo etario de adulto mayor (20,0 mg elastina/g piel;
2,0 %), mientras que en las muestras de donantes jévenes fue de 12,3 mg elastina/g piel
(1,2 %). Los porcentajes obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura, en la cual
se indica que en la piel la elastina representa del 2 % al 8 % (basado en peso seco del
tejido)*°. Adicionalmente, estos resultados se correlacionan con estudios previos donde se
ha identificado que el fotoenvejecimiento de la piel, al igual que en el envejecimiento
intrinseco, pero en menor grado, se forman depdsitos de material elastico por el aumento
del nimero de las fibras elasticas y el engrosamiento®; lo anterior posiblemente asociado

a que la degradacién de elastina es mas lenta que la sintesis, lo que lleva a una
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acumulacion de fibras parcialmente degradadas'®. Adicionalmente, el mayor porcentaje
de elastina por gramo de piel del grupo de adulto mayor también puede verse influenciado
por la pérdida de otros componentes de la MEC que se presenta en las muestras de piel
de adultos. Sin embargo, también se han reportado resultados opuestos a los obtenidos
en el presente estudio, donde se indica que el porcentaje de elastina disminuye en piel
protegida del sol a través de las décadas®; estas diferencias pueden ser relacionadas a
las técnicas empleadas en su determinacion y al contenido de agua presente en las

muestras.
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Gréfica 1. Contenido de elastina en piel humana de diferentes edades.
Resultados presentados como media £ s.e.m (n = 25); * p<0.05.

4.1.2 Identificacion de elastina y coladgeno en el material

aislado

Con el fin de identificar la presencia de elastina y colageno en el material obtenido posterior
al proceso de aislamiento, se sometieron muestras al proceso de tincion con Verhoeff-Van

Gieson y Tricromico de Masson; los resultados se presentan en la Figura 9.
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Figura 9. Microfotografias de tincion de muestra obtenidas del proceso de
aislamiento.
(A) Verhoeff Van Gieson escala 500 um (B) Tricromico de Manson escala 500 um (C)
Verhoeff Van Gieson escala 200 um (D) Tricrémico de Manson escala 200 um

La tincion de Verhoeff-Van Gieson revela estructuras en forma fibrilar que de acuerdo con
la coloracion oscura corresponden a fibras elasticas, mientras que la tincion de Tricromico
de Masson evidencia algunos depdsitos sectorizados de colageno, coloracion azul, el cual
puede corresponder a colageno Tipo lll, que solo crece hasta aproximadamente 30-40
nm%, permitiendo su incrustacion dentro de la fibra de elastina y dificultando la remocién
durante el proceso de aislamiento. Sin embargo, como se observa en la Figura 9B, la
elastina y otras proteinas de la MEC se observan como tincion color rosa, ocupando la
mayoria del campo de observacién (Figura 9B). Teniendo en cuenta el alto contenido de
colageno en la piel, siendo aproximadamente el 80 % del peso seco de la piel humanas,
se puede concluir que el método de aislamiento es adecuado y permite obtener muestras
de elastina con pocos residuos de colageno.
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4.2 Comparacion de la actividad elastolitica de

elastasas

Para realizar el estudio del efecto de la integridad de las fibras de elastina obtenidas de
piel de los dos grupos etarios, se definieron como criterios para la seleccién de las enzimas
a estudiar: incluir una representante de cada una de las familias de elastasas, que se
exprese en piel humana, se tenga establecido para ésta la preferencia de clivaje y
requerimiento de exositios, y finalmente, que tuvieran reportes contradictorios en estudios
gue comparan su actividad frente a otras elastasas o que la literatura las reportara en todos

los casos, como la enzima de mayor actividad dentro de su familia.

Teniendo en cuenta que la Unica enzima del grupo de proteasas asparticas con actividad
elastolitica es PEP y esta no se expresa en piel, esta familia no se tuvo en cuenta. De la
familia de serin proteasas se incluyé la EP, que se expresa en piel’”’, es referenciada en
la literatura como una de las méas potentes y se establecié como referente para comparar
la actividad elastolitica, y Cat G por la controversia en la informacion disponible, dado que
algunos estudios reportan tener menor actividad que otras enzimas de su mismo grupos®
8 %0 mientras que otros la han identificado como la enzima de mayor potencia como
elastasa en fibra intacta comparada con HLE y PR332 7 11, De las cistein proteasas se
selecciond la Cat V, por ser la elastasa de mayor potencia elastolitica dentro de esta familia
reportada hasta la fecha, mientras que MMP-9 fue escogida por presentar reportes
contradictorios en la capacidad catalitica frente a fibras de elastina integra; algunos
reportes indican que puede degradar elastina integra’™ % ! mientras que otros no han
identificado esta capacidad?, o han identificado que actla solamente sobre fibra integra,

mas no sobre elastina previamente degradada®*.

Para cada una de las enzimas se determiné por busqueda bibliogréfica las condiciones
Optimas para su actividad catalitica frente al sustrato elastina, las cuales fueron
mencionadas previamente en el capitulo de materiales y métodos. De otro lado y con el fin
de implementar una metodologia robusta que permita cuantificar la actividad elastolitica,
en las condiciones del presente estudio, se evalué un método gravimétrico para identificar
diferencias en el remanente de elastina, y se ajustaron e implementaron las condiciones

para la cuantificacién de proteina solubilizada por el método de ninhidrina que indica la
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hidrolisis de dominios hidrofébicos y entrecruzamiento de la elastina, y la determinacion de
DESI/IDES, como marcador de la solubilizacién de la parte entrecruzada de la elastina.

4.2.1  Método gravimétrico

Los remantes de las digestiones de elastina con cada una de las enzimas fueron pesados
para establecer si el método gravimetro empleando una balanza analitica (d=0,1 mg)
permite cuantificar el cambio asociado a la liberacion de péptidos. Los datos para cada
una de las enzimas se presentan en la Gréafica 2. Los pesos establecidos presentan una
alta variabilidad y no en todos los casos se correlacionan con los obtenidos por el método
de ninhidrina y de DES/IDES. Es posible que la limitacion de exactitud de la balanza
analitica no permita establecer cambios menores a 10 mg para las enzimas que presentan
menor potencia elastolitica. Esta técnica puede emplearse para determinar modificaciones
empleando elastasas con potencia similar a la PE. Adicionalmente, los resultados se ven
influenciados por la dificultad para eliminar el contenido de agua o en el caso de MMP-9,
por la adherencia del agente activador en las fibras, lo que se confirmd posteriormente
mediante la microscopia electronica de barrido, lo que generé el aumento en el peso. Esta
técnica puede llegar a ser (til si se dispone de una balanza de mayor sensibilidad que

permita determinar las variaciones a nivel de microgramos.
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Gréfica 2. Resultados método gravimétrico degradacion enzimatica de
elastina por Cat G, Cat V, EP y MMP-9.
Resultados presentados como media + s.e.m (n = 4 0 5); * p<0.05.
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4.2.2 Contenido de proteina solubilizada mediante el

meétodo de ninhidrina.

4.2.2.1 Implementacién de métodos analiticos para la
determinacion del grado de degradaciéon de

elastina

Teniendo en cuenta que la elastina es una proteina insoluble, su degradacion puede
determinarse cuantificando el contenido de péptidos o proteina total que se encuentra en
solucion posterior al tratamiento de las fibras de elastina con las elastasas, ya que los
péptidos liberados son solubles en medios acuosos. Como se observa en el Anexo 1,
existen diferentes métodos empleados para la cuantificacion de la degradacién de la
elastina; en los ultimos afios se ha incrementado el nimero de estudios que emplean
métodos por HPLC acoplado a espectrometria de masas, sin embargo, estos métodos solo
pueden determinar algunos de los péptidos de los dominios hidrofébicos de la proteina ya
gue el secuenciamiento del entrecruzamiento no es posible empleando softwares
convencionales y el nimero de péptidos esta influenciado adicionalmente por el
tratamiento de la muestra y la retencién en la columna cromatogréafica. Adicionalmente,
otros métodos por HPLC - UV/VIS, no reflejan la cantidad total de péptidos solubilizados
ya que la elastina no contiene una alta cantidad de aminoacidos aromaticos que absorban
a estas longitudes de onda'®®. Teniendo en cuenta esto, se selecciond un método general
colorimétrico para la cuantificacion de proteina total en el sobrenadante, que tuviera baja
selectividad y reaccionara con los aminoacidos que se encuentran mayoritariamente en la

secuencia de la TE.

El método de ninhidrina fue seleccionado ya que su rango lineal se encuentra entre
0,1 pg/mL a 50,0 yg/mL de albumina y reacciona con la mayoria de aminoacidos?®, lo que
permitié garantizar la cuantificacion de los péptidos liberados de elastina, con grupo amino
primario (575 nm), exceptuando la Pro que no absorbe a esta longitud de onda , ya que la
digestion acida de las muestras previa a la adicion del reactivo de ninhidrina permite la
obtencion de los aminoacidos libres, excepto para los péptidos lle-lle, lle-Val, Val-Val que
se han reportado como resistentes a la hidrolisis'!® efectuada bajo las condiciones

implementadas en el presente trabajo, las cuales minimizan la degradacién de
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amino&cidos termolabiles ( Ser, Thr, Tyr)!° también presentes en bajas cantidades en TE.
De otro lado, en el monémero de TE, solamente se encuentra la secuencia Val-Val en 5
posiciones, por lo tanto, el método de hidrolisis permite el andlisis de la mayoria de los

péptidos que se encuentren en solucion.

Para la expresion de los resultados, se construyd una curva de calibracion entre 0,1y 0,5
mg/mL de albumina bovina (Grafica 3), para la cual se establecié una relacion lineal entre
la concentracién y la absorbancia (R?= 0,9984) que permite la interpolacién de la respuesta

de las muestras obtenidas por la degradacién de la elastina con las diferentes enzimas.
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Grafica 3. Curva de Calibracion de Albumina, Método de ninhidrina.

Teniendo en cuenta que las muestras de elastina aisladas contienen remanentes de
colageno, adicionalmente se implementé un método para la determinacion total de DES,
ya que esta presente exclusivamente en elastina. La DES es un aminoacido polar, soluble
en medio acuoso lo que facilita su aislamiento y posterior cuantificacion. Se decidio
implementar un método por HPLC-UV/Vis empleando par iénico, debido a la facilidad de
andlisis y disponibilidad de equipos y reactivos. En la bibliografia consultada se encontré
que las determinaciones se realizan a 268 nm; 240 nm y 275 nm. Como se observa en la

Figura 10 la DES presenta dos picos a 235 nmy 275 nm. Sin embargo, teniendo en cuenta
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el contenido de aminoacidos de la elastina, en la secuencia de TE solo la Tyr y el Trp
absorben a esa longitud de onda, por lo que por su bajo contenido en la elastina no se

espera que generen una alta interferencia en el método**®.
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Figura 10. Espectros UV obtenidos por RP-HPLC-DAD.

El método permite la separacion de la DES de la IDES (Figura 11), eluyendo primero
la IDES™. La respuesta fue expresada como DES/IDES tanto en la curva de
calibracion como en las muestras, y fue calculada como la suma de las areas de los
picos de DES e IDES.
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Figura 11. Cromatograma para estandar de Desmosina
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La curva de calibracion en un rango de concentraciones de 3 ppm a 30 ppm fue
construida empleando un estandar externo de desmosina (Grafica 4). A pesar de que
los datos presentan un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9515, si existe regresion
entre las variables, determinado mediante la prueba de ANOVA de regresion (p=3,223
e’ < a (0.05)), por lo cual la curva puede emplearse para la interpolacion de la

respuesta de las muestras de elastina degradada con las diferentes enzimas.

250
y =7,0131x - 6,0845
2
500 R2=0,9515

T
-

% 150

S 100
(]
2
<C

50

0

0 10 20 30 40

Concentracién DES/IDES (ppm)

Gréfica 4. Curva de Calibraciéon Desmosina método HPLC UV-VIS

4.2.2.2 Determinacion de la influencia de la integridad
de la fibra sobre la actividad elastolitica de

elastasas.

De acuerdo con las definiciones de Werb et al** y Bieth J*®° las diferentes enzimas
evaluadas pueden considerarse elastasas ya que degradan, en diferente cantidad, las
fibras de elastina. A diferencia de enzimas como la HLE y neprilisinal? que requieren el
dafo previo de la elastina, las elastasas evaluadas pueden degradar tanto la fibra de

elastina degradada como la intacta.
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Aunque existen diferentes mecanismos que generan la degradacion de la fibra eléstica, en
el presente estudio se hace referencia al término degradacion como sinénimo de hidrolisis

enzimatica.

. Actividad elastolitica de Cat G

En la Gréafica 5A se presentan los resultados de proteina total solubilizada por Cat G en
los dos grupos etarios empleando el método de ninhidrina. Se determiné una diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, siendo mayor la actividad elastolitica sobre fibras
de elastina previamente degradadas. Cat G muestra un sitio de uniobn mas grande y flexible
gue acomoda residuos alifaticos, hidrofébicos, aromaticos y basicos de mayor tamafio en
S1%2, los cuales pueden encontrarse mas expuestos en fibras degradadas que en fibras
intactas ya que en el envejecimiento, especialmente el influenciado por factores
extrinsecos, las escisiones en TE se asocian con mayor destruccion de las partes N-
terminal y central de esta molécula y una mayor susceptibilidad a la degradacién
enzimatica®. Cat G degrada colageno tipo V3, VI*13 y fibronectina®?, componentes de la
MEC de la dermis de la piel®°, que aln pueden estar presentes como impurezas y, por

tanto, ser cuantificados por el método de ninhidrina.

Mediante la cuantificacion de DES/IDES (Grafica 5B) se encontré que la cantidad de DES
liberada a partir de las muestras de adulto mayor (7,92 ppm DES/IDES) es ligeramente
superior a la obtenida con las muestras de adultos jovenes (6,17 ppm). Sin embargo, la
alta variabilidad de los datos no permite evidenciar que las diferencias sean

estadisticamente significativas.
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Gréfica 5. Elastina solubilizada por Cat G de acuerdo con el grupo etario.
A. Proteina total expresada en mg de albumina/mL (Método de ninhidrina).
Resultados presentados como media £ s.e.m (n = 4 o 5);* p<0.05.

B. Contenido de DES/IDES. Resultados presentados como media + s.e.m (n

= 5); * p<0.05.
Estudios previos que evaluaron el efecto de la integridad de la fibra frente a la accion de la
Cat G no establecieron diferencias estadisticamente significativas” '*; esta divergencia
puede estar relacionada con el método de cuantificacion de la degradacion, dado que los
estudios reportados en la literatura compararon la sumatoria del numero de péptidos
liberados e identificados por detector de masas, lo cual se limita a la deteccion en el rango
de m/z seleccionado, a la sensibilidad del detector de masas empleado y a la posibilidad
de secuenciacion de los péptidos identificados, mientras que en el presente estudio se
determiné a través del total de proteina solubilizada y posteriormente hidrolizada, que
permitié detectar los grupos amino primarios de los residuos de aminoacidos liberados,

incluyendo DES/IDES, al igual que por el contenido del marcador DES/IDES.
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. Actividad elastolitica de Cat V

Comparando los resultados obtenidos para la degradacion de elastina con Cat V (Gréfica
6A y 6B), la cantidad de proteina total indica un mayor efecto elastolitico de la enzima
sobre el sustrato de fibra de elastina de donantes jovenes y no diferencias significativas
entre los promedios de DES total.

16

*
14
12
10

Grupo etario
M Adulto Joven ® Adulto Mayor

5
4
3
=
2
1
0

Grupo etario
B Adulto Joven ® Adulto Mayor

mg proteina solubilizada/mL >

o N B O

Concentracion DES/IDES *

Gréfica 6. Elastina solubilizada por Cat V de acuerdo con el grupo etario.
A. Proteina total expresada en mg de albumina/mL (Método de ninhidrina).
Resultados presentados como media + s.e.m. (n=5); * p<0.05
B. Contenido de DES/IDES. Resultados presentados como media + s.e.m (n

=5); * p<0.05
La diferencia en la respuesta de los dos métodos de cuantificacion empleados en este
estudio podria asociarse a su selectividad. Adicionalmente, la Cat V puede degradar otras
proteinas como la fibrilina!#, presente en la MEC, proteina que®? puede estar presente

como impureza en las muestras de elastina aislada; teniendo en cuenta que el método de



64 Contribucién al estudio de la funciéon de las elastasas en la
degradacion de elastina aislada de piel humana

ninhidrina es poco selectivo, no podria diferenciar entre los aminoacidos provenientes de

elastina y fibrilina.

Los resultados obtenidos durante este estudio con el método de ninhidrina difieren de los
reportados por Panwar et al.®, en donde se identificé a través de la determinacién de DES
por el método ELISA y analisis de perfil de péptidos por HPLC, que Cat V presenta mayor
actividad sobre la fibra de elastina obtenida de piel de adultos mayores. Estas diferencias
pueden estar asociadas a que IDES es 35 veces menos reactiva con el anticuerpo
antidesmosina, lo que indica que el ensayo solamente determina DES!'®, y dado que el
contenido de DES e IDES en elastina de piel es de 13,2 pmol/ug y 9,5 pmol/ug*e,
respectivamente, también indicaria que solo se detecta la fraccion de los péptidos
liberados que contiene esta molécula. La determinacion por HPLC en el estudio de
Panwar, cuantifica el area bajo la curva de los fragmentos retenidos en el tiempo de corrida
establecido, lo que no garantiza que se estén cuantificando la totalidad de los péptidos
liberados por la enzima. A diferencia de estos métodos, la determinacién a través del
método de ninhidrina cuantifica la mayoria de los aminoacidos de los péptidos liberados,
teniendo en cuenta que el Unico aminoacido que no se determina a la longitud de onda

(575 nm) es la Pro que representa aproximadamente el 12,5 % de la secuencia de TE*.

. Actividad elastolitica de MMP-9

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio para MMP-9, Grafica 7A
y B, se evidencia que no hay diferencia estadisticamente significativa en solubilizar elastina
de acuerdo con el grupo etario (Adulto jovenes: 12,23 + 0,15, Adulto mayor: 16,53 + 2,28),
pero si se establecen diferencias mediante la cuantificacion de DES. Ambos métodos
muestran un comportamiento similar de mayor degradacion de la elastina en el grupo de
adultos mayores, aungue este es opuesto al reportado en estudios previos!!. Asi como se
ha comentado anteriormente, estas diferencias pueden estar asociadas al método de
cuantificacion, dado que en el estudio de Mora, se realizé la lectura directa a una longitud
de onda de 280 nm, que permite identificar principalmente desmosina, isodesmosina y en
menor grado tirosina®, mientras que la lectura de la reaccién con ninhidrina a una longitud
de onda de 575 nm permite identificar los residuos de amino&cidos que presentan amina
primaria!®, identificando todos los residuos libres excepto Pro. Otros componentes de la

MEC de la dermis que degrada MMP-9 y pueden estar aun presentes como impurezas,
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son colageno tipo IV y V7. Los péptidos liberados de estos componentes pueden ser
cuantificados por el método de ninhidrina.
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Gréfica 7. Elastina solubilizada por MMP-9 de acuerdo con el grupo etario.
A. Proteina total expresada en mg de albumina/mL (Método de ninhidrina)
Resultados presentados como media £ s.e.m (n =4 0 5); * p<0.05.

B. Contenido de DES/IDES. Resultados presentados como media + s.e.m (n
= 5); * p<0.05

. Actividad elastolitica de EP

En la Grafica 8 se presentan los resultados de la fraccion solubilizada de elastina por la
accion elastolitica de EP, los cuales concuerdan con reportes previos’. En el presente
estudio los resultados muestran que la enzima degrada tanto la fibra de elastina integra
como la parcialmente alterada, y de acuerdo al andlisis estadistico, la accion sobre la fibra
de adultos mayores es significativamente superior a la de fibra de donantes jovenes; esto

podria estar asociado a los dominios sobres los cuales actua, indicando que el efecto
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catalitico es compartido entre dominios expuestos al solvente, hidrofébicos, como en

dominios no expuestos, los hidrofilicos.

1200 o
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mg proteina solubilizada/mL

Grupo etario
B Adulto Joven M Adulto Mayor

Gréfica 8. Elastina solubilizada por EP de acuerdo con el grupo etario.
Proteina total expresada en mg de albumina/mL (Método de ninhidrina).
Resultados presentados como media + s.e.m (n = 5); * p<0.05

4.2.2.3 Comparacion del efecto de tipo de enzima e
integridad de la fibra sobre la actividad

elastolitica de las elastasas

En la literatura se ha reportado que la degradacion de elastina fibrilar por elastasas es
influenciada por la especificidad de los enlaces peptidicos de las elastasas, diferencias en
las secuencias disponibles en la superficie de elastina que pueden ser reconocidas por el
dominio catalitico y la presencia de los sitios remotos de contacto entre la enzima y el

sustrato??.

El andlisis estadistico de los resultados de proteina total solubilizada (método de
ninhidrina) realizado mediante un ANOVA de dos vias, inicialmente evidencia que la EP
genero la mayor degradacion de la elastina entre las elastasas evaluadas (Grafica 9). En
reportes previos, se ha descrito que EP Tipo | es una elastasa agresiva que hidroliza
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elastina a través de los enlaces Ala-X y Val-X!!8 los cuales representan aproximadamente
el 35 % de los residuos de aminoacidos totales en la TE. Igualmente, los resultados
obtenidos concuerdan con los reportes previos en los que se indica que la EP presenta
mayor actividad elastolitica que la Cat G8. Sin embargo, difieren frente a lo reportado para
Cat V¢ en el que esta enzima presenta la actividad elastolitica mas potente en células de
mamifero evaluada frente a EP y MMP-12 entre otras elastasas. Estas diferencias pueden
asociarse al sustrato empleado (elastina marcada con rojo Congo) y el método de
cuantificacion basado en la determinacion especifica del complejo péptido-rojo Congo.

Adicionalmente, en el analisis estadistico comparativo se determiné que ninguna de las
elastasas expresadas en la piel (CatG, CatV y MMP-9) presenta actividad
significativamente mayor al compararlas entre si (Gréfica 9). Como se indicaba en la
seccion anterior, algunas de estas enzimas tienen mayor actividad sobre elastina aislada
de un grupo etario en particular, por lo que el no establecer diferencias estadisticamente
significativas podria asociarse a la dispersion de los resultados, que se relaciona con la
variabilidad bioldgica sumada a la variabilidad de la actividad enzimatica que se presenta
a pesar de la estandarizacion de los criterios de seleccion de los participantes en el estudio

y de las condiciones de digestién con las enzimas.

Adulto Mayor-ER |—I |—|
Adulto Mayor-MMP-3
Adulte Mayor-Cat v |
Adulto Mayor-Cat G [I-|

Jdvenas-MMB-9

Jdwanas-Cat W |

0 200 400 500 800 1000 1200 1400

Gréfica 9. Diagrama de caja del efecto de las enzimas Cat G, Cat V, EP y
MMP-9, en relacién con la integridad de la fibra de elastina
(* p<0.05)
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Adicionalmente, mediante el andlisis de ANOVA de dos vias se establecid que existe
interaccion entre los factores evaluados (tipo de enzima y la integridad de la fibra de
elastina empleada como sustrato), lo cual se evidencia en la Gréafica 10 como la
interseccién entre la respuesta de las diferentes enzimas en las elastinas aisladas de los
donores adultos jévenes y adultos ancianos. Las elastinas aisladas de los diferentes
grupos etarios presentan diferente grado de dafio en la estructura de la fibra de elastina
asociado al efecto del envejecimiento intrinseco principalmente, por lo que no es posible
generalizar que el envejecimiento conlleve a una mayor susceptibilidad de la elastina frente
a la degradacién enzimatica, sino que debe tenerse en cuenta el tipo de enzima y el
sustrato en el cual se esta evaluando. Las enzimas de la familia serin proteasas (EP vy
Cat G) se comportan de forma similar de acuerdo a la integridad de la fibra, con mayor
efecto catalitico sobre la fibra de elastina previamente dafada; mientras que la Cat V actla
sobre la fibra intacta, lo que podria sugerir que los dominios expuestos al solvente son su
blanco catalitico, y en caso de alterarse estos fragmentos por otras enzimas o por la accién
del envejecimiento intrinseco, posiblemente la actividad elastolitica de la enzima
disminuya. Con respecto a la MMP-9, como se menciond previamente, el efecto parece
mantenerse de forma independiente a la integridad de la fibra de elastina. Adicionalmente,
estos resultados sugieren que algunas enzimas como la Cat V' y MMP-9, podrian tener un
rol preponderante en el inicio del dafio de la fibra de elastina, lo cual favoreceria la actividad
de otras enzimas como la Cat G que tienen una mayor actividad en fibras de elastina
degradadas por efecto del envejecimiento. Sin embargo, esto debe verificarse en estudios

posteriores.
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Gréfica 10. Comparacion de la solubilizacién de elastina por Cat G, Cat V' y
MMP-9
Cat G (azul), Cat V (naranja) y MMP-9 (gris).

En el analisis mediante ANOVA de dos vias de los resultados de DES e IDES obtenidos
para Cat G, Cat V y MMP-9 (Gréfica 11), no se identifica que la liberacién de DES/IDES
obedezca a la interaccion entre el tipo de enzima y la integridad de la fibra, lo cual podria
indicar que la degradacion de la regién reticulada de la elastina es altamente influenciada
por el tipo de enzima. Las enzimas Cat G y MMP-9 degradan las fibras de elastina a nivel
de los dominios hidrofilicos en los dos grupos etarios, sin embargo, presentan mayor
actividad en la fibra de elastina obtenida de donantes mayores, lo que podria estar
asociado a la degradacion previa y, por consiguiente, mayor exposicion de estos dominios
para generar el efecto catalitico, con la liberacion de los aminoacidos polares DES/IDES,
presentes en el entrecruzamiento. Mientras que los resultados de CatV no presentan
diferencias estadisticamente significativas en los dos grupos etarios, posiblemente por el
requerimiento de sitios remotos intactos, que permitan la unién a los exositios?®
previamente reportados, y necesarios para generar el efecto catalitico sobre la fibra de
elastina. En consecuencia, tampoco es posible generalizar que el efecto del
envejecimiento y por lo tanto, el grado degradacion de la fibra de elastina, se asocie a una

mayor actividad enzimatica de todas las elastasas evaluadas.
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Grafica 11. Comparacion contenido DES/IDES segun grupo etario y tipo de
enzima.
Cat G (azul), Cat V (naranja) y MMP-9 (gris).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la cantidad de péptidos liberados durante la
degradacion de elastina por parte de las elastasas podria asociarse primero, a la pérdida
de la integridad de la estructura de la fibra de elastina y por lo tanto, a diferencias en las
secuencias disponibles en la superficie que puedan ser reconocidas por el dominio
catalitico y de secuencias de elastina que permitan la unién de la enzima a la elastina, los
cuales han sido referenciados previamente como factores que afectan la degradacion de
la elastina fibrilar por elastasas. Segundo, al tipo de enzima evaluada, lo cual puede
asociarse a la especificidad del clivaje de las enzimas y requerimiento de exositios para su
accion. El efecto de estos factores no es independiente; la interaccién del tipo de enzima
y la integridad de la fibra podria explicar las diferencias de la potencia de la actividad de
las elastasas reportadas en estudios previos, por lo que un dafio en la fibra de elastina
como el que se asocia al efecto del envejecimiento no genera una mayor susceptibilidad

de la proteina a la degradacion por todas las elastasas.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se determiné que la potencia elastolitica de Cat G, Cat V y MMP-9 no presenta diferencias

estadisticamente significativas entre si y son inferiores a la actividad elastolitica de EP.

Estadisticamente se demostr6 que la interaccion entre la integridad de la fibra de elastina
y la elastasa evaluada determina la cantidad de péptidos totales hidrolizados por las
enzimas evaluadas; se establecié que el dafio estructural de la fibra de elastina asociado
al envejecimiento no genera para todas las elastasas un incremento en su potencia

elastolitica.

Las enzimas Cat V y MMP-9 presentaron la mayor degradacion de elastina de adultos
jovenes sugiriendo que pueden llegar a favorecer la actividad de otras enzimas como la
Cat G y EP que presentan una mayor actividad en fibras de elastina degradada, sin
embargo, se requieren estudios experimentales posteriores para establecer la existencia

de este sinergismo.

Se implementaron métodos para el aislamiento de elastina, cuantificacion de los resultados
de la hidrolisis por espectrofotometria y cromatografia liquida que permiten continuar con

el estudio comparativo de la actividad de las elastasas.
5.2 Recomendaciones

Continuar evaluando comparativamente la actividad elastolitica de otras elastasas
expresadas en la piel humana para determinar posibles dianas que permitan retrasar el

inicio del envejecimiento cutaneo.

Evaluar la actividad de las enzimas en elastina obtenida de piel de hombres que permita

comparar con los resultados obtenidos en el presente trabajo y determinar si la variabilidad
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asociada con el género modifica el dafio de la fibra elastica y la actividad catalitica de las
elastasas.

Desarrollar e implementar métodos analiticos por HPLC acoplado a masas para realizar la
caracterizacion de los péptidos liberados por las enzimas, que permitan correlacionar los
resultados obtenidos con los dominios de la estructura de la TE.
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Anexo 1: Comparacion estudios actividad elastolitica de enzimas

Método de

1981 - Stimulation of
the Elastolytic Activity
of Leukocyte Elastase
by Leukocyte
Cathepsin G8

Cat G, HLE, EP -
2 UM, 1 uM, 1 pM,
respectivamente.

9 mg elastina insoluble
de pulmén humano.

Método Lansing

determinados por
absorbancia de
280 nm,
principalmente
debido a DES e
IDES y en menor
grado Tyr

Enzimas y Elastinay método de | identificacién y/o
Afio - Estudio concentraciones purificacion de cuantificacién | Resultados
evaluadas Elastina degradacién de
elastina
EP porcina solubilizo elastina obtenida por los dos
métodos de aislamiento, en aproximadamente 6 veces
. mayor tasa que HLE, en condiciones que no favorecen la
10 mg elastina de s
pulmén humano. eIasto_I|S|s por parte de EP. _
Las digestiones con EP y HLE, de elastina tratadas con
1980 -The EP porcinay HLE . . colagenasa se producen a una velocidad cuatro veces
degradation of human |- 20 pg PUSIOEIES ) superior a las digestiones con elastina aislada por el
; 1. Degradativo - Método de L : Alfr
lung elastin by Método Lansin ninhidrina método de Lansing. De acuerdo con el andlisis de
neutrophil HLE y Cat G - 50 2 No de radac%én' aminoacidos de los péptidos solubilizados, se descarta que
proteinases®! Vo] trétamier?to con : los resultados estén asociados a la presencia de
guanidina-HCl y impurezas con el méfcodo de aislamiento con colagenasa.
colagenasa Cat G solubilizo elastina en una menor velocidad que HLE
(12 % de HLE).
Cat G no hidroliz6 el péptido sintético evaluado, a pesar de
su actividad elastolitica.
Péptidos
solubilizados

Cat G fue 5 veces menos activa sobre elastina de pulmén
que HLE.

HLE fue 21 veces menos activa sobre la elastina de
pulmén que EP.

Cat G estimulo la actividad de HLE.
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1991 - Human 92-
and 72-kilodalton
Type IV Collagenases
Are Elastases™

MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9,

HLE, TR - 0,5 g,
0,5 ug, 0,5 g, 0,6

40 pg k-elastina
soluble/ml de gel

Electroforesis

MMP-2 y MMP-9 evidenciaron tener actividad catalitica
sobre el sustrato k-elastina gel.
MMP-1 y MMP-3 no evidenciaron tener actividad catalitica
sobre el sustrato k-elastina gel.
HLE presento cierto retraso en la migracion electroforética,
presumiblemente, debido a la uniéon extremadamente

Fegs %clzt?vg?ﬁente Método KOH Etanol estrecha de la enzima y al sustrato de elastina.
P ' TR no produjo efecto catalitico sobre el sustrato k-elastina
(no se muestran los datos).
MMP-2 y MMP-9 solubilizaron [3H]-elastina cuando se
incubaron con APMA.
35 ug [H]-elastina de MMP-9 recombinante mostro mayor actividad elastolitica
MMP-1. MMP-2 Iigalrlr?ento bovino Recuento de gque MMP-9 nativa, incluso en ausencia de APMA y su
MMP-3 MMP-9. | radiomarcada centello ([PH]- actividad elastolitica se duplicdé cuando se incubo con

HLE - 10 pg/mL

Método Lansing

elastina soluble)

APMA.

MMP-1 y MMP-3 no mostraron capacidad para degradar
elastina insoluble.

En base molar, MMP-9 tuvo el 30 % de la actividad de HLE,
para solubilizar [3H]-elastina.

1991 - The Elastolytic
Activity of Cathepsin
G: An Ex Vivo Study
with Dermal Elastin>®

HLEy Cat G -
0,76 UM - 1,56
MM,
respectivamente.

Elastina de piel
humana no expuesta al
sol (donantes de 18 a
20 afios)

6 um de espesor.

Ex vivo

Analisis
morfométrico

En las muestras de piel se identificé que el volumen que
ocupa la fibra elastica corresponde al 2,8 % del volumen
de la dermis.

El tratamiento enzimético de las secciones de piel,
evidencio un ligero aumento del diametro medio de las
fibras elasticas.

Las secciones tratadas con HLE, Cat G o mezcla de las
dos enzimas presentaron promedios de didmetro de las
fibras elasticas de 3 %, 14,5 % y 7,4 % mayor que el
promedio del diametro del control, respectivamente.
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HLEyCatG-1,1

9 mg elastina insoluble
de pulmén humano.

Péptidos
solubilizados
determinados por
absorbancia de

La actividad de 1,5 pM de Cat G, fue del 23 % de 1,1 pM
de HLE.

Cat G y HLE degradaron el 56,8 % de elastina cuando
estan presentes simultaneamente en la solucion de las

UM - 1,5 uM, 280 nm, secciones de tejido. La actividad de la mezcla de las dos
respectivamente. Método Lansin principalmente enzimas fue 1,9 veces mayor que la suma de las
9 debido a DES e actividades individuales.
IDESy en menor |Cat G tuvo del 20 al 30 % de la capacidad de HLE para
grado Tyr solubilizar elastina.
) . MMP-2, MMP-3, 341 . MMP-2 fue la enzima de mayor actividad a pH 7.5.
Lol Matn)_( MMP-7, MMP-9, .50 e [P el Recuento de MMP-7 mostro similar actividad a pH 8.5.
metalloproteinase insoluble donada I fue | fici d S
degradation of elastin MMP-10 centello _ MMP-9 fue la menos e |C|ente,_se estaca contaminacion
" | No reportan la o o [3H]-elastina con TIMP-1 (inactivador), sin embargo, pudo estar
type IV collagen and ., (no permite identificar . .
concentracion en soluble parcialmente desnaturalizada.

proteoglycan?2

estudio.

método de aislamiento)

MMP-3 y MMP-10 tuvieron baja actividad elastolitica.

1996 - Hydrolysis of a
broad spectrum of

MMP-12, HLE -
Tres

1 pg [®H]-elastina de

Recuento de

extrapellular matrix cpncentracmnes ligamento nucal bovino csentello _ MMP-12 tuvo un tercio de la capacidad elastolitica de HLE.
proteins by human diferentes en el [®H]-elastina
macrophage rango aproximado | Método Starcher soluble
elastase’® de 10 nM a 50 nM
A una concentracion de 50 nM de MMP-9 se evidencio
degradacion de todos los tipos de fibras elasticas.
La fibra de elastina redujo en aproximadamente un 50 %
2000 - Analysis of the su Iongltuq,' cclijar;do I\S/|e |2ncut§/c|1 con M.MP-9 y HLE a
ex vivo specificity of Elastina de piel COMESUELIN S 25 M 7 23 [, respect|v,ame.nt_e.
. MMP-2, MMP-9, . En base molar, MMP-9 fue 1000 veces mas eficiente que
human gelatinases A humana de prepucio S . . . i
: HLE - [10 — 100 ~ L HLE en hidrolizar fibra eléstica de piel ex vivo.
and B towards skin 5 (donante de 10 afios) Analisis I do de hidrolisis de Ia fibra elasti 5
collagen and elastic 790, LU =200 8 um de espesor morfométrico =l gl @@ it SIS de "a liora € CEEE @er [P (-
fibers b nM], [10 — 50 uM], : 100 nM), no excedio6 el 10 %
y respectivamente. Concentraciones de MMP-9 de hasta 200 nM no

computerized
morphometry”®

Ex vivo

produjeron un aumento importante en la degradacion de la
fibra elastica (los datos no se muestran).

HLE fue activa solo en concentraciones UM y alcanzo la
desaparicion casi completa de las fibras elasticas a una
concentracion de 50 pM.
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2003 - Matrilysin-

8 mg elastina (tipo E60)

Recuento de

MMP-9 y MMP-12 degradaron elastina.
MMP-7 mostro ser 6 veces mas eficiente en la actividad

dependent Elastolysis | MMP-9, MMP-12, centello . elastolitica, comparada con MMP-9 y MMP-12.
537 [T T AIAEEY = 3 i) Método de Partridge [ir]- el No se detectd interacciones sinérgicas entre las tres
Macrophages™® 9 soluble MMPs 9
Cat K es fue menos estable en las condiciones evaluadas,
y muestra 4 veces menos actividad al comparase con
2004 - Cathepsin V, a Cat V.
Novel and Potent 10 mg elastina rojo Absorbancia a 490 | CatV mostr6 tener de 2 a 8 veces mayor actividad

Elastolytic Activity
Expressed in
Activated
Macrophages®®

Cat V, Cat K, Cat
S, HLE, EP, MMP-
2, MMP-12 - 1 uM

Congo

Método Starcher

nm (determinacion
del colorante
liberado)

elastolitica entre las elastasas evaluadas.

Se demostré que Cat V contribuye en mas del 20 % de la
actividad elastolitica del grupo de las cistein proteasas de
macréfagos.

Cat V fue identificada como la enzima elastolitica mas
potente en mamiferos.

2006 - Study of
human lung elastin
degradation by
different elastases
using high-
performace liquid
chromatography/mass
spectrometry®°

HLE, MMP-9,
MMP-12, Cat K -
500 pg

500 pg elastina de
pulmén humano

Método Starcher

HPLC-UV-ESI-MS

MMP-9 no generé cantidades detectables de péptidos
pequefos.

Mayores tiempos de incubacion, incrementaron la
concentracién de péptidos producidos, pero no generaron
nuevos péptidos.

Cantidades crecientes de HLE generaron nuevos péptidos.
Cat K y MMP-12 produjeron los péptidos mas pequefios y
largos, respectivamente.
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2007 - Interaction
between human
cathepsins K, L, and
S and elastins®

Cat K, Cat L, Cat
S - 285 nM, 100
nM, 100 nM,
respectivamente.

1 mg elastina bovina:
e ligamento de

cuello
e Qaorta
e pulmon.

Método Starcher:

Fluorescencia del
péptido marcado a
390 nm y 480 nm.

Cat L fue la enzima mas potente cuando se comparo la
velocidad de liberacion de péptidos de elastina soluble,
seguido por Cat S con el 90 % de la actividad de Cat L, y
Cat K con el 55 % de la actividad de Cat L.

Las tres catepsinas tuvieron preferencia por la degradacion
de elastina de aorta, comparada con elastina de pulmén y
de ligamento de cuello.

CatL y CatS fueron similares en su accién, con una
preferencia de acuerdo al siguiente orden: ligamento de
cuello<pulmén<aorta.

CatK fue la méas activa para degradar elastina de
ligamento de cuello y aorta, pero mostro escasa actividad
en elastina de pulman.

Cat L fue la enzima més eficiente en degradar elastina de
pulmon.

Con todos los sustratos Cat L mostro la mayor actividad
elastolitica en comparacion con Cat S.

2011 - Liberation of
desmosine and
isodesmosine as
amino acids from
insoluble elastin by
elastolytic proteases®®

Dominio catalitico
de MMP-12,
MMP-9, dominio
catalitico de MMP-
2, HLE, Cat S, Cat
L, CatK-1pg

10 mg elastina de aorta
bovina

Método Lansing

HPLC

De las enzimas evaluadas, solamente MMP-12 y HLE
liberaron IDES y en menor medida DES de elastina
insoluble.

Cuando se expuso elastina oxidada a MMP-12 libero mas
DES e IDES. Estos resultados reafirman la hipétesis que
modificaciones  oxidativas pueden promover la
degradacion enzimaética de elastina.

Al silenciar MMP-9, aumento la liberacién de DES e IDES
por la accibn de MMP-12 y HLE, esto se puede deber a
gue aumenta la accesibilidad de MMP-12 activa o HLE a
regiones de DES e IDES en elastina insoluble.
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2011 - The action of

1 mg elastina/mL de

El mayor numero de sitios de escision y péptidos se
identifico para Cat G, mientras que HLE no parecié escindir

neutrophil serine HLE, PR3, Cat G - piel humana nanoHPLC/MALDI- | la elastina.melldura con tanta eficacia. o ) _
proteases on elastin 1:50, 1:15, 1:15 ' TOF/TOF MS y Cat G exhibié la especificidad de escisiobn mas amplia de
and its precursor® (W/w) Método Starcher MS/MS todas las elastasas evaluadas, lo que probablemente
condujo a una degradacién mas completa de elastina
reticulada en comparacion con HLE y PR3.
1 mg elastina/mL de El nL’Jmero, dg péptidos ide_ntificados de la digestion con
piel humana donantes | nanoHPLC/MALDI- HLE (30 ertldos) fue rc_elatlv_a}mente menor al compararse
HLE, EP - 1:50 de 35 v 36 afios TOE/TOE MS con los péptidos de la digestiéon con EP (150 péptidos).
(wiw) y y Los péptidos obtenidos con HLE fueron del orden de 18

2012 - Does human
leukocyte elastase

degrade intact skin

elastin’

Método Starcher

MS/MS

kDa, mientras que los obtenidos con EP fueron menores a
4 kDa

HLE, Cat G- 1:50
(w/w)

1 mg elastina/mL de
piel humana de
donantes de 35, 36, 87
y 90 afios

Método Schmelzer

nanoHPLC/MALDI-
TOF/TOF MS y
MS/MS

HLE no genero la liberacién de ningln péptido de elastina
obtenidas de donantes jévenes aisladas por el método
Schmelzer, mientras que las muestras de elastina de
donantes mayores fueron degradadas.

CatG solubilizé todas las muestras de elastina,
independientemente de la edad del donante, con una
distribucion en el rango de masas de < 1 a 6 kDa,
sugiriendo que la elastina fue completamente clivada.

2012 - Measurement
of MMP-9 and MMP-
12 degraded elastin
(ELM) provides
unique information on
lung tissue
degradation?®

MMP-1, MMP-3,
MMP-8, MMP-9,
CatK,CatS-2
Hg

0,33 mg elastina/mL de
aorta humana

Método Starcher

nano LC-MS-MS

Se identifico que todas las enzimas evaluadas generaron
péptidos:

6 por MMP-1

7 por MMP-3

11 por MMP-8

4 por MMP-9

10 por Cat K

12 por Cat S
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MMP-9, MMP-12 -
2 g

0,33 mg elastina/mL
de aorta, pulmén no
soluble

Método Starcher
0,33 mg elastina
soluble de aorta y

pulmén

Método Partridge

MMP-9 no produjo el clivaje de elastina insoluble,
evaluando la liberacién del péptido ELN-441; mientras que
MMP-12 si.

MMP-9 libero el péptido ELN-441 de elastina soluble.
MMP-12 es més rapida para degradar elastina de aorta
que MMP-9.

2017 - Degradation of
skin elastin in ageing

EP, Cat G, NEP,

1 mg elastina/mL de

nano HPLC nano

Cat G degrada elastina obtenida de las muestras de

; . MMP-9 - 1:50, piel humana donantes adultos mayores y jévenes.
and disease: An ex . . ESI QqTOF .
. L 1:100, 1:100, NEP degrada elastiha de adultos mayores
\;:/)Ir\(l)(ie%urﬁir:;tlg?)tg)vrgachll 1:100 Método Schmelzer MALDI TOF MMP-9 degrada elastina de donantes jovenes.
Cat V redujo drasticamente la longitud y espesor de las
fibras de elastina.
Analisis SEM Elastina mineraligada revelo menos degradacion (aprox 25
Peso — 30 %) despues de ser expuestas a Cat K, SyV
CatK. CatS. Cat Inmunoensayo comparada a las fibras no mmer_ahzados. .
2019 - Elastolytic Va 2 'M ats e 20 mg elastina/mL de Desmosina Gl S_yV degradaron f|br_as mlnerallzadas, sin embgrgo,
activity K, S, and V i cuello bovino. Perfi Ia_ can_tldad de desmosina I_|berada de las fibras
promotes’ va’LscuIar cromatografico m|neral|za_qas fue menor (ap_roxmadamente el 50 %) en
calcification®? Método Starcher HPLC comparacion con elastina nativa.
nanoHPLC/MALDI- Los resultados de las areas bajo la curva de los

TOF/TOF MS'y
MS/MS

cromatogramas de los sobrenadantes de las digestiones
evidenciaron una reduccion del 47 % en los fragmentos
liberados de elastina mineralizada para Cat K, del 54 %
para Cat S y del 56 % para Cat V, en comparacién con la
fibra nativa.
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2020 - Expression of
elastolytic cathepsins
in human skin and
their involvement in
age-dependent
elastin degradation®

Cat K, Cat S, Cat
V-1uM

1 mg elastina de piel
humana de donantes
de 6-10 afios, 30-40

anos y 70-86 afios.

Método Schmelzer

Peso.
Inmunoensayo -
Desmosina

Perfil
cromatografico
HPLC
nanoHPLC/MALDI-
TOF/TOF MS'y
MS/MS

La actividad de Cat V causo la mayor fragmentacion de las
fibras y produjo las fibrillas méas pequenias.

Cat V demostro ser la elastasa mas potente a través de la
determinacion de DES, seguida por Cat Ky S.

Se evidenciaron en las muestras de piel de donantes
adultos mayores, niveles de expresion reducidos de Cat K,
Sy V en epidermis y dermis, comparada con muestras de
donantes jévenes.
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