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RESUMEN

Las proteinas son biomoléculas que poseen funciones especificas y actividades
biol6gicas fundamentales para los seres vivos. Debido a que muchas de las propiedades
biol6gicas se mantienen aun después de que las proteinas han sido aisladas de su fuente
original y a que dichas propiedades pueden ser utilizadas en beneficio del hombre es que
algunas de esas proteinas tienen un alto valor de comercializacion. La insulina, por ejemplo,
se utiliza en el tratamiento de la diabetes, las enzimas digestivas son utilizadas para tratar
problemas digestivos, las inmunoglobulinas frecuentemente se utilizan como apoyo del
sistema inmune de pacientes inmunocomprometidos y las lipasas son componentes
comunes de los detergentes de nueva generacion. El nimero de proteinas con aplicaciones
potenciales aumenta de forma constante al igual que sus fuentes de origen, entre las cuales

se incluyen las plantas.

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), es una especie vegetal cuyo cultivo
hoy en dia es de gran importancia en la regién de la peninsula de Yucatan. Sus frutos se
caracterizan por su pungencia, color, aroma y sabor; caracteristicas que en conjunto lo
colocan como uno de los elementos mas utilizados en la comida tradicional. Al chile
habanero también se le han atribuido propiedades preventivas y curativas contra diversas
enfermedades. Esta caracteristica ha sido asociada a su alto contenido de capsaicina, un
compuesto que de manera natural se encuentra 'y acumula en las venas y semillas del fruto
de chile y cuyas propiedades antimicrobianas han sido ampliamente documentadas.
Adicionalmente, en las Ultimas décadas se ha visto que el género Capsicum también posee
proteinas y péptidos antimicrobianos, tal es el caso de las defensinas y las proteinas de

transferencia de lipidos.

A la par de tales descubrimientos también se ha descrito que las plantas y el resto
de los seres vivos poseen un grupo de proteinas conocidas como DING, cuyo nombre se
deriva de su alta conservaciéon de aminoacidos &cido aspartico (D), isoleucina (I),
asparagina (N) y glicina (G) en su extremo N-terminal. Este grupo de proteinas ha sido

asociado a multiples funciones biolégicas, aunque algunas de ellas son controversiales.

Se ha documentado que las proteinas DING de Hypericum perforatum, Sesbania
grandiflora y de Helianthus tuberosus ejercen actividad citotoxica sobre el crecimiento de
lineas tumorales, por lo que representan una opcidbn como agentes anticancerigenos

naturales.




En el caso de Capsicum chinense Jacq., a partir de semillas de esta especie se
aislé una fraccién proteica denominada G10P1.7.57; analisis posteriores por medio de
secuenciacion de aminoacidos mostraron que dicha fraccion contiene una proteina DING.
La aplicacion in vitro de la fraccion G10P1.7.57 sobre las lineas celulares humanas de
carcinoma de higado (Hep-G2), cancer de préstata (PC-3), tumor cervico uterino (SiHa),
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y la linea celular del epitelio de rifién de mono verde
africano (Vero), inhibié el 50% del crecimiento celular en concentraciones de entre 20 y 45
pg/mL, con la mejor inhibicion en la linea celular MCF-7.

De igual manera se sabe que las proteinas pueden estar sujetas a sufrir
modificaciones postraduccionales y que tal evento permite su adecuado plegamiento y
adquisicion de funcién. Por tal razén se realiz6 la modificacion por
fosforilacion/desfosforilacion y glicosilacion-desglicosilacion de la fracciébn proteica
G10P1.7.57 y la proteina DING.

Enseguida se analiz6 el efecto de tales modificaciones en la actividad bioldgica de
la fraccion G10P1.7.57 y la proteina DING, adicionando las proteinas modificadas en la
linea tumoral MCF-7. se determiné que estas modificaciones post-traduccionales tienen
efectos contrastantes pues la desglucosilacion aument6é la potencia de la fraccion
G10P1.7.57 dado que se requiri6 de menor cantidad de proteina (17.2 ug/mL) para inhibir
el crecimiento de la linea MCF-7, en contraste, se requirié6 de 35.73 pg/mL de la fraccién
glicosilada para inhibir el crecimiento de la linea MCF-7). Cuando la fracciéon G10P1.7.57
esta desfosforilada inhibe el crecimiento a 35.73 pg/mL y cuando esta fosforilada la inhibe
a 44.53. Tales resultados sugieren que, dependiendo de las maodificaciones
postraduccionales el efecto de la fraccién puede ser regulado y con ello el indice de

selectividad puede ser aumentado o disminuido.
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ABSTRACT

Proteins are biomolecules that posses specific functions and biological activities that
are fundamental to living beings. Due to many of the biological properties are maintained,
even after that proteins have been isolated from their original source, and that these
properties may be used in the benefit of man, is that some of these proteins have a high
commercialization value. Insulin, for example, is used in the treatment of diabetes, digestive
enzymes are used to treat digestive problems, the immunoglobulins, are frequently used in
support of the immune system of immunocompromised patients, and the lipases, are
common components of detergents of new generation. The number of proteins with potential
applications increases steadily at the same way as their original sources of origin, among
which plants are included.

The Habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.), is a plant species whose
cultivation, today is of great importance in the region of the Yucatan Peninsula. Its fruits are
characterized by their high pungency, color, aroma and flavor; characteristics that together
placed it as one of the vegetables most commonly used in traditional cuisine. The habanero
chilli is also attributed with preventive and curative properties against various diseases. This
characteristic had been associated with his high content of capsaicin, a compound that is
naturally found and builds up in the veins and seeds of the chilli fruit, and whose antimicrobial
properties have been widely documented. Additionally, in the last decades it has been seen
that the Capsicum genus also possess proteins and antimicrobial peptides, such is the case

of defensins and lipid transfer proteins.

Together with these findings it has also been described that plants and the rest of
living beings possess a group of proteins known as DING, whose name is derived from its
high conservation of amino acids aspartic acid (D), isoleucine (I), asparagine(N) and glycine
(G) at the N-terminal. This group of proteins had been associated with multiple biological

functions, although some of these functions are controversial

It has been documented that DING proteins of Hypericum perforatum, Sesbania
grandiflora and Helianthus tuberosus, exert cytotoxic activity on the growth of tumor cell

lines, thus representing an option as natural anticancer agents.

In the case of Capsicum chinense, from the seeds of this species it was isolated a

protein fraction called G10P1.7.57, further analysis by amino acid sequencing showed that
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this fraction contains a DING protein. The in vitro application of the G10P1.7.57 protein
fraction on the human cell lines of carcinoma of liver (Hep-G2), prostate cancer (PC3), cervix
tumor (SiHa), breast adenocarcinoma (MCF-7) and the kidney epithelial cell line (Vero cells)
derived from the African green monkey; inhibited the 50% of cell growth at concentrations
ranging from 20 to 45 pg/mL, with the best inhibition in the MCF-7 cell line.

It is also well known that proteins may be subject to suffer post translational
modification and that such event permits their proper folding and acquisition of function. For
this reason the modification of phosphorylation/dephosphorylation and glycosylation
/desglicosilacion was done in the G10P1.7.57 protein fraction and in the DING protein from
C. chinense. Then, the effect of this modifications in the biological activity of the G10P1.7.57
protein fraction, and the DING protein, was analized by adding the modified proteins on the
MCF-7 tumor cell line. It was determined that these post-traductional modifications has
contrasting effects on the biological activity because the desglicosilation increased the
potency of the fraction G10P1.7.57 because it was required less amount of protein (17.2
pg/mL) to inhibit the growth of MCF-7 cell line; in contrast, it was required of 35.73 pug/mL of
the glycosylated protein fraction to inhibit the growth of MCF-7 line. When the G10P1.7.57
protein fraction is dephosphorylated, it inhibited the growth with 35.73ug/mL and when it
was phosphorylated it inhibit at 44.53 ug/mL. Such results suggest that, depending of the

post-translational modifications, the effect of the protein fraction might be regulate
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INTRODUCCION

El cancer se caracteriza por una multiplicacion anormal y desordenada de células;
estas Ultimas pueden tener la capacidad de diseminarse e invadir tejidos diferentes a los de
su origen (metéstasis), (Weigelt et al., 2005).

El tratamiento del cdncer y sus secuelas es una de las prioridades en los sistemas
de salud mundial, dado que los métodos de tratamiento actual ademas de ser costosos-
tienen efectos secundarios indeseables para los pacientes. Es por ello que en la actualidad
se esta en la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de esta enfermedad.
(Mufioz et al, 1997; Miller, 1981).

En las plantas en particular, se ha reportado la existencia de un nuevo grupo de
proteinas con capacidad para inhibir enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia
humana (VIH-1) y el cancer. Ese grupo ha sido descrito como la familia de proteinas DING.
(Sachdeva et al., 2015; Zuogi et al., 2013; Ivanova et al., 2012; Bookland et al., 2011;
Lesner et al., 2009).

La familia de las proteinas DING comprende a polipéptidos con un peso molecular
aproximado de 40 kDa, que poseen una secuencia de aminoacidos altamente conservada
en su extremo N-terminal compuesta de acido aspartico (D), isoleucina (l), asparagina (N)
y glicina (G). Al momento, las proteinas DING han sido identificadas en todos los reinos de
la vida y sus funciones bioldgicas ain son controversiales pues su presencia se asocia tanto
con enfermedad como con salud. Lo cierto es que las proteinas DING tienen efectos
benéficos contra ciertos tipos de cancer y por ello estan siendo objeto de intensa

investigacion (Bernie, 2013; Berna 2009).

Es por ello que en el presente trabajo a partir de semillas de Capsicum chinense
Jacq. se aislo6 una fraccion proteica denominada G10P1.7.57, la cual contiene una proteina
DING, y se evalué el efecto de la fraccion G10P1.7.57 sobre las lineas tumorales MCF-7
(células de carcinoma de mama humano), SiHa (células escamosas de carcinoma de cérvix
humano), PC3 (células de carcinoma de prostata humano) y HEP-G2 (células de carcinoma
de higado humano). La fraccion G10P1.7.57 presenté una menor ICso e indice de
selectividad (IS) méas efectivo en la linea celular MCF-7 de todas las lineas celulares

evaluadas. Posteriormente, a partir de la fraccion G10P1.7.57, se purificé a la proteina




DING, de ~39 kDa y se evalu6 su efecto sobre las lineas tumorales MCF-7 y SiHa. Los
valores de ICso € IS de la proteina DING disminuyeron con respecto a los observados en la
fraccion G10P1.7.57. Dicho resultado confirmé que in vitro, la proteina DING de C. chinense
es la responsable de la inhibicion del crecimiento de la linea tumoral MCF-7.




CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 Cancer

Una neoplasia es un desorden en el crecimiento celular, caracterizado por una
proliferacion excesiva, alterada e incontrolada de las células y que no guarda relacion
alguna con las demandas fisiolégicas del 6rgano implicado (Granados et al., 2006). Se
denomina cancer a un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado y la propagacion de células anormales (ACS, 2012). El cancer puede
empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano. Normalmente, las células humanas
crecen y se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita.
Cuando las células normales envejecen, se dafian o mueren, células nuevas las remplazan.
Sin embargo, en el cancer, las células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir,
y células nuevas se forman cuando no son necesarias. Estas células adicionales pueden
dividirse sin interrupcién y pueden formar masas que se llaman tumores. Si esta
propagacion no se controla puede causar la muerte. El cancer es una de las principales
causas de muerte en los paises desarrollados donde ademas su incidencia tiende a
aumentar (ACS, 2012; Granados et al., 2006).

El cancer es causado por cambios en los genes que controlan la forma como

funcionan nuestras células, especialmente la forma como crecen y se dividen.

Los cambios genéticos que causan cancer pueden heredarse de los padres.
Pueden suceder también en la vida de una persona como resultado de errores durante la
divisiobn celular. Otras causas son los factores tanto externos (tabaco, organismos
infecciosos, alimentacion deficiente, sustancias quimicas y radiacion) como internos
(mutaciones heredadas, niveles hormonales, problemas inmunitarios y mutaciones debidas
al metabolismo; ACS, 2012).

Los tumores pueden formarse en todos los tipos de tejidos y de acuerdo a sus
caracteristicas pueden considerarse como benignos o malignos. Los tumores benignos
generalmente pueden removerse y, en la mayoria de los casos, no reaparecen. Lo que es
mas importante, las células de tejidos tumorales no se extienden a otras partes del cuerpo,
permanecen juntas y a menudo estadn rodeadas por una membrana de contencion. En

contraste en los tumores malignos las células pueden invadir, dafar tejidos y 6rganos




cercanos al tumor. Las células pueden separarse del tumor maligno y entrar al sistema
linfatico o el flujo sanguineo, que es la manera en que el cancer alcanza otras partes del
cuerpo. La propagacion del cancer a otros sitios u 6rganos en el cuerpo mediante el flujo
sanguineo o el sistema linfatico se llama metéstasis. (Weigelt et al., 2005).

1.2 Epidemiologia del cancer

Existen mas de 100 tipos diferentes de cancer, y se denominan de acuerdo a la
parte del cuerpo donde inicia su desarrollo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 2012 murieron 8.2 millones de personas por esta enfermedad; los varones
principalmente por cancer de pulmén, estdbmago, rifién, colon y eséfago; mientras que las
mujeres por cancer de seno, pulmon, estdbmago, colon y cervical. Asimismo, destaca que
aproximadamente 70% de las muertes por cancer se presentan en paises de ingresos bajos
y medios (World Health Organization [WHO], 2013 y 2014a) donde se dificulta la atencién

de esta enfermedad.

En México el cancer representa la tercera causa de muerte. En 2012 se registraron
78,719 defunciones por esta causa con una tasa de mortalidad general de 67.8 por cada
100,000 habitantes y de acuerdo al género, las mujeres resultaron ligeramente mas
afectada con una tasa de mortalidad de 68% y el masculino 67.5% (SSA, 2015). Durante el
2013, del total de defunciones, 12.8% se debieron a algin tumor y de ése total, el 93.4%

fue por tumores malignos.

Los tipos de cancer que causan la mayor mortalidad en orden de importancia son:
pulmonar, prostéatico, gastrico, hepéatico y mamario (World Health Organization [WHO],
2013; SSA, 2015). Sin embargo, de acuerdo al sexo, para el femenino se presentan
mamario, cervicouterino y hepatico, mientras que los hombres se ven mayormente

afectados por el cancer prostatico, pulmonar y gastrico (Cuadro 1.1; SSA, 2015).

Dada la tendencia creciente de la incidencia del cancer en la poblacion mundial y
en particular en la mexicana, asi como al fuerte impacto econémico que esta enfermedad
tiene sobre los sistemas de salud de cada pais es que es necesario encontrar alternativas

de tratamiento para esta devastadora enfermedad




Cuadro 1.1 Tasa de mortalidad en México en el afio 2012 de acuerdo a los cinco principales tipos

de cancer incidentes en los diferentes sexos

Tipo de cancer en Defunciones en Tipo de f:éncer en Defunciones en 2012
hombres 2012 mujeres
Prostata 5,908 Mama 5,612
Bronquios y pulmoén 4,140 Cervicouterino 3,840
Estémago 2,981 Higado 2,890
Higado 2,757 Estbmago 2,593
Colon 2,034 Bronquios y pulmén 2,238

Fuente: Base de defunciones 1990-2012. Sistema Nacional de Informacién en Salud (SINAIS).
Secretaria de Salud, México. Estimaciones de poblacion; Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO),
México 1990-2012.

Las plantas medicinales han sido una opcién que se ha utilizado durante siglos
para combatir o prevenir todo tipo de enfermedades, desde resfriados comunes hasta
afecciones mas avanzadas como el cancer. Muchas de las especies vegetales de tipo
medicinal ayudan a fortalecer el sistema inmunol6gico para que el organismo resista los
embates de los agentes causales de la enfermedad, impidiendo su establecimiento,

desarrollo y avance.
1.3 Capsicum chinense Jacq. (Chile Habanero)

En las diferentes culturas americanas el chile ha sido una parte predominante de la
dieta alimenticia dado el gusto de los nativos por aderezar sus platillos con ingredientes
naturales que les proveian de color, olor y sabor, tal es el caso del chile, una pungente

verdura (Hernandez-Becerra, 2010).

En México y la peninsula de Yucatéan, los chiles han sido parte de la dieta humana desde
el afio 7500 Antes de Cristo (A.C.); mucho antes del esplendor de las culturas maya y
azteca; dos grandes civilizaciones centroamericanas. A partir de su uso como especia, los
chiles fueron ganando importancia, y en la cultura Olmeca, 1000 afios A.C., ya eran un
alimento y condimento esencial. No obstante, fue en la cuspide de la civilizacion maya (500

afos después de Cristo (D.C), particularmente en el sur de México. y en la peninsula de




Yucatan donde se llegaron a cultivar hasta treinta diferentes variedades de Capsicum sp
(Figura 1.1; Long-Solis, 1998).

Figura 1.1 Frutos de diferentes ejemplares del género Capsicum sp., cultivados en diferentes

regiones de México

El picor o pungencia es una caracteristica tipica de los chiles y se debe a la
presencia de diferentes concentraciones de capsaicina en la placenta y en el pericarpio de
los frutos. Ademas de su picor, los frutos de chile son una excelente fuente de vitaminas A
y C, ademas de que su elevada concentracion de betacarotenos y flavonoides los convierte

en una magnifica fuente de antioxidantes (Ruiz-Lau et al., 2011).

El género Capsicun comprendido en la familia de las solanaceas, incluye 38

especies y 300 variedades (Ramchiary et al., 2014; Mongkolporn et al., 2011).

De las 38 especies del género Capsicum 5 han sido domesticadas. Capsicum
annuum L., Capsicum frutescens L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum pubescens y
Capsicum baccatum L. (Cuadro 1.2) y son usadas en el mundo como verdura fresca o como

especias y condimentos (Ramchiary et al., 2014; Mongkolporn et al., 2011).

Las diferentes clasificaciones taxonémicas de las especies de chiles a menudo se
han realizado con diferentes criterios, en algunos casos en las especies silvestres se han
realizado en base a los frutos pequefios, mientras que en las domesticadas se han realizado

con base en los frutos grandes. Otro criterio ha sido el contenido de capsaicina responsable




de la pungencia del chile y también se han utilizado criterios dependiendo del color que
tuviese la flor (Long-Solis, 1998).

La clasificacion de los Capsicum domeésticos, basada en el color de las flores,
produce tres grupos: dos de flores blancas y uno de flores moradas, el grupo de las flores
blancas esta compuesto por: Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L., Capsicum
chinense Jacq. con bastante similitud entre si. El otro conjunto con flores blancas esta
representado por Capsicum baccatum L.; en contraste, Capsicum pubescens R. & P. tiene

flores moradas y varias caracteristicas morfoldégicas que lo separan de las demas

(Ramchiary et al., 2014; Long-Solis, 1998).

Cuadro 1.2 Capsicum domesticados con sus descripciones botanicas, lugar de origen, asi como

de su especie progenitora

Especie Progenitores Lugar de L, , .
. . : Descripcion botanica
cultivadas espontaneos origen
Es una hierba anual erecta, Los
Capsicum Capsicum annuum tallos son erectos de hasta 1 m de
annuum L. . . . altura, las hojas son de color verde
Var. Glabriuscum/ | Mesoamérica
var. oscuro y las flores se presentan en
annuum Aviculare grupos de uno a cinco, su fruto es
una baya.
Es un sub-arbusto perenne y
) lefioso, de hasta 1,5 m, similar en
Capsicum .
frutescens Capsicum Cuenca estructura a C. annuum. Los frutos
L frutescens amazobnica son pequefos y generalmente de
' color rojo cuando estan maduros y
muy picantes
Capsicum . Bolivia zona | Es un arbusto lefioso, se distingue
bacF:)catum Capsicum baccatum | yonical. (500 | de otras especies por las marcas
L var. bacatum — 1500 verdes amarillentas, marrones o
metros) negras en la garganta de la corola
Es un arbusto lefioso. Las plantas
son de hasta 75 cm de altura. Las
Capsicum . hojas son de color verde oscuro y
: Capsicum Cuenca -
chinense L los frutos son esféricos alargados
frutescens amazonica .
Jacq. lisos o arrugados y al madurar los
frutos pueden ser de color rojo,
naranja, amarillo o marron.




Cuadro 1.2 continuacion

Especie Progenitores Lugar de L -
. , ; Descripcién botanica
cultivadas espontaneos origen
Hierba perenne de hasta 0.5 m de
Capsicum Bolivia zona | altura, Las flores son de color azul o
Capsicum eximium tropical purpura en lugar de blanco o verdoso.
pubescens Los frutos son variables en forma y
R.&P. Capsicum (1500 - 3000 | son de color verde y amarillo cuando
cardenasii metros) estan inmaduros y rojo-anaranjado o
marrén cuando maduran

Fuente: Charles, 2011;Long- Solis, 1998.

Diversos estudios ubican como centro de origen del género Capsicum al area
comprendida entre el sur de Brasil y el este de Bolivia, el oeste de Paraguay y el norte de
Argentina. Esto porque en dicha regién se observa la mayor distribucion y diversidad de
especies silvestres de chile en el mundo (Soria et al., 2012; Long-Solis, 1998). En el caso
de la especie Capsicum chinense Jacq, también conocida como chile habanero, se ha
propuesto que ésta se origino en el area de América del sur y que de ahi fue introducida a
Cuba, antes de ser traida a la peninsula de Yucatan (Long-Solis, 1998). En la actualidad el
género Capsicum se cultiva en diversas partes del mundo, incluyendo India, China, Africa,
Japon, Sureste de Asia, Belice, E.U.A. y México. Se sabe que la peninsula de Yucatan, en
México es donde se encuentra otro de los centros de diversificacion de esta especie (Denys,
2013).

El chile “habanero” (Capsicum chinense Jacg.) es ampliamente consumido
especialmente en los estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche y Tabasco. Yucatan
ocupa uno de los primeros lugares en importancia en cuanto a la siembra de esta hortaliza
se refiere (Tucuch-Haas et al., 2012). Esta especie se encuentra distribuida en toda la
peninsula, donde se le puede encontrar mostrando diferentes formas, colores y tamafios
del fruto. Como cultivo, tiene gran importancia econémica para los productores de hortalizas
en el estado de Yucatan, ademas de contar con la denominacion de origen (Ruiz-Lau et al.,
2010).

En el mundo entero la importancia econdmica del chile se basa principalmente en
la utilizacién de sus frutos. Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentacion (FAO), el chile es a nivel mundial el quinto producto horticola,




por superficie cultivada, dado que en la actualidad la superficie sembrada con estas
especies es de 612,800 millones de hectareas, lo que representa el 36% de la superficie
total sembrada en el mundo con una produccién de 12,531,000 toneladas anuales de fruto.
México ocupa la tercera posicion en el cultivo de chile con una superficie sembrada de
144,000 hectéareas y con una produccion de 1,950,000 toneladas (Aceves et al., 2008;
Tucuch-Haas et al., 2012; Santoya-Juérez et al., 2012). México ademas de destacar a nivel
mundial por poseer la mayor diversidad genética de chiles también se destaca por poseer
mas de 40 tipos o variedades de chiles.

En el caso del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), en México estan
sembradas 964 ha y se obtiene una produccion de 5,300 toneladas anuales de fruto,
concentradas principalmente en los estados del sureste del pais (Tucuch-Haas et al., 2012).
El estado de Yucatan es el principal productor de Capsicum chinense Jacg. con una
superficie sembrada de 708 ha y un volumen de produccién de 3,295 toneladas anuales,
seguido por los estados de Tabasco, Campeche y Quintana Roo (Tucuch-Haas et al., 2012;
Aceves et al., 2008).

Aunque Yucatan es el estado con mayor superficie cultivada, sus rendimientos no
alcanzan a cubrir la demanda local necesaria para la producciéon de salsas y condimentos.
El bajo nivel de tecnologia de produccion y el uso de cultivos criollos degradados en su
pureza y calidad de semilla son las causas principales de pobres cosechas, ademas de la
incidencia de plagas y enfermedades, e insuficiente control de la nutricion y el riego
(Tucuch-Haas et al., 2012; Rincones, 2009).

Como cultivo, Capsicum chinense Jacq. tiene gran importancia econdémica para los
productores de hortalizas en el estado de Yucatan, pues ocupa el segundo lugar, después
del tomate, en cuanto a superficie sembrada. La mayor superficie de cultivo se encuentra
en la parte norte del estado, y contribuye con mas de 90 por ciento del volumen de la
produccion estatal, la cual principalmente se comercializa y se consume en fresco (Ruiz-
Lau et al., 2011). Desde el punto de vista boténico, el chile habanero (Capsicum chinense

Jacq.) se clasifica tal como se muestra en el Cuadro 1.3.




Cuadro 1.3 Clasificacion taxonémica del Capsicum chinense Jacq.

Reino= Plantae=
Subreino= Tracheobionta=
Superdivision= Spermatophyta=
Division= Magnoliophyta=
Clasex= Magnoliopsida=
Subclasen Asteridaex
Ordenx= Solanales=
Familia= Solanaceae=
Génerox Capsicumm
Especien Capsicum chinense
Jacqg.=

Las plantas de Capsicum chinense Jacq. son tipicas de las areas tropicales y
cuentan con variedades como son el chile habanero, el aji pancay el aji limo. El chile
habanero en particular es una de las variedades con mayor picor en todo el
género Capsicum. Este género es originario de las amazonas y se introdujo en América
Central, en la region de Yucatan y el Caribe donde se cultiva desde siglos atras. Fue mal
nombrado Capsicum chinense (de China) por Nikolaus von Jacquin, un médico holandés
(Lim, 2013).

Las propiedades medicinales del género Capsicum se han atribuido a su alto
contenido de capsaicina, un compuesto de tipo amida al cual se le atribuyen propiedades
analgésicas contra el dolor cronico, muscular, de cabeza y las migrafias, ademas de poseer
propiedades antibacteriales, su composicién quimica se puede observar en el Cuadro 1.4
(Santoya Juarez et al., 2012). Recientemente se ha demostrado que el género Capsicum
también contiene péptidos y proteinas con propiedades antibacteriales y antifingicas como
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las proteinas de transferencia de lipidos o las defensinas (Hernandez-Becerra, 2010) y que
dichas proteinas en conjunto con la capsaicina forman parte de los compuestos con

potencial terapéutico de los chiles.

Cuadro 1.4 Composicion quimica del Capsicum chinense Jacq.

Nutriente (%) Cantidad
Agua 91
Carbohidratos 5.30¢9
Proteinas 229
Fibra 1649
Grasas totales 0,89
Colesterol 0g
Calcio 18 mg
Hierro 2,4 mg
Magnesio 25.00 mg
Sodio 7.00 mg
Potasio 340 mg
Zinc 0.30 mg
Retinol 59.00 mg
Acido ascorbico 94.00 mg
Tiamina 0.11 mg
Riboflavina 0.16 mg
Niacina 0.70 mg
Piridoxina 0.28 mg
Acido folico 23.00 mg

Fuente:Long Solis, 1998; Hernandez-Becerra, 2010.

Una de las propiedades que han sido conferidas al consumo de chile es su
capacidad para prevenir o inhibir algunos tipos de cancer, tal es el caso de los de intestino,
colén y estbmago. Sin embargo, hasta hoy no se ha determinado si dicha capacidad se

asocia con la presencia de capsaicina o con los péptidos antimicrobianos o si tal resultado
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es producto del efecto sinérgico de ambos tipos de compuestos (Santoya-Juarez et al.,
2012).

Estudios con los péptidos antimicrobianos de Capsicum sp han mostrado que
estos péptidos presentan su efecto debido a su capacidad para interaccionar con los grupos
de lipidos cargados negativamente y que exponen sus cargas hacia la superficie externa
de la membrana de los patégenos; de hecho tal asociacién causa una disminucién en la
fluidez de la membrana y en consecuencia resulta en la formacion de poros o huecos en la
membrana mismos, que ocasionan la pérdida del contenido celular y la muerte del patégeno
(Santoya-Juarez et al., 2012). Hasta hoy se desconoce si tal mecanismo también funciona

en la inhibicién de las células cancerigenas.

1.4 Proteinas DING

Estudios recientes del grupo de trabajo han descrito la presencia de una familia de
proteinas DING en las semillas de Capsicum chinense Jacq. (datos no publicados). La
presencia de dichas proteinas en las semillas de Capsicum chinense Jacq. es interesante
porque en otras especies a estas proteinas se les han atribuido propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas (Bernier, 2013). En el caso de Capsicum chinense Jacq.
aun se desconoce cual es la funcién de las proteinas DING en esta especie. Se ha descrito
gue DING es una familia de proteinas con un peso molecular aproximado de 40 kDa, con
una secuencia de aminoacidos N-terminal conservada que comprende al &cido aspartico
(D), isoleucina (l), asparagina (N) y glicina (G). Las proteinas DING han sido identificadas
en un amplio rango de organismos desde: procariontes, animales, hongos y plantas. No
obstante, las proteinas DING presentan diferentes funciones biolégicas: algunas se
comportan como receptores, otras exhiben actividades enziméticas diversas y se ha
asociado su presencia con enfermedades como la artritis reumatoide, la litiasis, la
aterosclerosis, aparicion de algunos tumores, caquexia asociada a tumores y las
infecciones bacterianas y virales (Cuadrol.5) (Zuoqi et al., 2013; Bookland et al., 2011,
Berna et al., 2009; Lesner et al., 2009), aunque su funcion en dichos desordenes no es
clara (Bernier, 2013).

Filogenéticamente, las proteinas DING pertenecen a la superfamilia de proteinas
de union a fosfato (PBP) que comprende también a PstS y a la fosfatasa alcalina (AP), las

dos ultimas se encuentran exclusivamente en procariontes. A la fecha, mas de medio
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centenar de diferentes proteinas DING han sido reportadas en todos los reinos de la
vida, sin embargo, su estructura genémica y ubicacién cromosémica en la mayoria de los

organismos eucariotas es todavia desconocida (Berna et al., 2009; Sachdeva et al., 2013).

Estudios estructurales de la proteina humana de union de fosfato (HPBP) y la
proteina DING de Pseudomonas fluorescens (PfluDING) revelan interesantes detalles
acerca de su conformacion proteica pues de manera similar a PstS, las proteinas DING
estan formadas por dos dominios globulares unidos entre si por una bisagra flexible que
permite movimientos en el sitio de unién a fosfato, también conocido como “trampa de

venus” (Sachdeva et al., 2013).

Las proteinas DING son un grupo de la superfamilia de proteinas de unién a fosfato
y que en procariontas incluye a tres familias de proteinas. El primero comprende a las
proteinas DING "reales", que comienzan con la firma DINGG-terminal tipica, mientras que
los otros dos grupos no muestran el dominio DING N-terminal e incluyen a las fosfatasas
alcalinas y a las subunidades PstS de los transportadores de fosfato tipo ABC (MW entre
38y 40 kDa). El porcentaje de identidad de los aminoacidos entre estos dos Ultimos grupos
de proteinas (PstS o el transportador de fosfato tipo ABC con las proteinas DING reales, se
encuentra entre un 30 a 50%, mientras que las identidades entre las proteinas DING

verdaderas es siempre mayor de 70% (Bernier, 2013).

En el caso de las proteinas DING cada vez hay mas evidencia de que participan
en procesos relacionados con la salud tales como la inhibicién del cancer e infecciones
virales, particularmente en la inhibicion de la replicacién del virus de la inmunodeficiencia
humana, tipo 1 (HIV-1, de sus siglas en inglés), por mecanismos que estan empezando a
ser elucidados, pero de los que aun se desconoce bastante (Lesner et al., 2009). Por tanto,
las proteinas DING representan blancos atractivos para el desarrollo de nuevos enfoques
terapéuticos, especialmente contra el VIH-1 o el cancer (Bernier, 2013). Esto podria abrir
una nueva época en la investigacion, acerca de la importancia y aplicacion de esta familia

de proteinas (Bernier, 2013).
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Cuadro 1.5 Proteina DING, procedencia, funciones y potencial para la salud

Especie de procedencia
de la proteina DING

Fuente de origen de la
proteina DING

Funciones conocidas
/ligandos

BACTERIAS

Pseudomonas aeruginosa

MDR1, MDR13

GP-56

- Virulencia: la adhesién y la
alteracion de las células del
epitelio intestinal
-Asociada con leishmaniasis

Pseudomonas fluorescens

SBW?25 (expresada en E.

-Union a fosfato y cotinina,

coli) mitbgeno (SBW25)
Pseudomonas
_ N.E. N.E.
brassicacearum?
Pseudomonas
_ N.E. N.E.
extremaustralis®
Pseudomonas sp. PAMC
N.E. N.E.
258862
Desulfovibrio desulfuricans N.E. Hidrogenasa Fe

Desulfuromonas

acetoxidans

DSM1675 (crecimiento en

malato/etanol)

Hidrogenasa

Prevotella nigrescens

Cepa Pn77 (pacientes con

periodontitis)

Ligando para lactoferrina

Thermus thermophilus

Cepa HBS

Fosfatasa alcalina, ATPasa,

fosfodiesterasa.

Bacillus mojavensisa

Cepa A21

Proteasa alcalina de serina

Bacillus licheniformisa

N.E.

Queratinasa

Streptomyces mirabilisa

Cepa DUTO001

Nitroreductasa

HONGOS

Ganoderma lucidum

Crecido en selenio

Unién a selenio

Colletotrichum kahawae

and C. gloeosporioides

Café infectado

Cutinasa

14




Cuadro 1.5 continuacion

Especie de procedencia

de la proteina DING

Fuente de origen de la

proteina DING

Funciones

conocidas/ligandos

ANIMALES

Homo sapiens

Plasma HPBP
Fibroblastos.

Unién a fosfato
Proteina estimulatoria

sinovial

Homo sapiens

-Orina
-Células cancerigenas,
fluido folicular de ovarios
-Fibroblastos carcinomas
-Secretadas de células
CD4

-unién a oxalato

-Unién a genisteina

-Unién a hirudina

-Inhibicion de VIH

Cercopithecus aethiops

(mono)

-Células de rifién

Unioén a oxalato

Bos taurus (Bovino)a

-Fluido folicular

inhibicién de oleada
Gonadotropinas / factor
atenuante (GnSIF/AF)

Mus musculus (ratén)

- Células de mioblasto

protedlisis factor inductor

del receptor

_ -Neuronas - receptor de cotinina
Rattus norvegicus (rata) ¥
-tero -unién a manosa
Oryctolagus cuniculus )
-aorta Desconocido

(Conejo)a

Marmota monax (marmota)

-plasma (infectado de VIH)

Asociado con particulas

virales del virus de la

hepatitis B
Meleagris gallopavo (Pavo) | -Fluido del saco de aire 'y o
Polisacarido
el suero
Agkistrodon acutus )
-Veneno Fosfatasa alcalina

(serpiente)a




Cuadro 1.5 continuacion

Especie de procedencia

de la proteina DING

Fuente de origen de la

proteina DING

Funciones

conocidas/ligandos

ANIMALES

Brachionus plicatilis
(Rotifera)

- medio acondicionado

Proteina inductora de Mixis

PROTOZOARIOS

Cryptosporidium parvum?

-Células superficiales

Ligando Circumsporozoito

(adhesién a células

epiteliales)

Leishmania major Friedlin N.E. N.E.

Thalassiosira rotula Enzima hidrolasa- de
: N.E. .
(Diatomea)? galactolipidos
PLANTAS

Arabidopsis thaliana N.E. N.E.

Brassica rapa Brotes de flores B-esterasa

Phaseolus vulgaris (Frijol

Cultivos celulares en

Proteina de pared celular

Francés) suspension
Triticum aestivum (Trigo) Hojas N.E.
Hypericum perforatum (St Callos Fosfatasa; ligando a C/EBP,
John’s wort) Tat, MCP-1
Nicotiana tabacum . Proteina parecida a germina
Hojas

(Tabaco)

(GLP)

Helianthus tuberosum
(Girasol)

Tubérculos

Citotoxico para células
tumorales en plantas y

animales
Sesbania grandiflora Flores Inhibidor de a-glucosidasa
Fosfatasa
Chlamydomonas Tilacoides

reinhardtii

Fuente: Bernier, 2013. N.E.= No establecido
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1.5 Modificaciones postraduccionales

La modificacién postraduccional de una proteina es un cambio quimico ocurrido en
dichas macromoléculas después de que ha ocurrido su sintesis en los ribosomas (Martinez
et al.,, 2008). Tales modificaciones tienen por objetivo el alterar la estructura de los
polipéptidos recién sintetizados con el fin de producir el correcto plegamiento y la
adquisicion de la conformacion de las proteinas. En conjunto esos factores son

fundamentales para la actividad biologica de las proteinas (Pérez, 2013).

Son varias las modificaciones postraduccionales que las células llevan a cabo, y
no todas las proteinas se modifican para ser funcionales. Se han reportado cerca de 200
modificaciobes postraduccionales y consisten en la alteracion quimica o la escisién de

péptidos de la estructura proteica (Garzén, 2011).

Una proteina puede ser modificada més de una vez. Dichas modificaciones pueden
producirse separadas o de forma continua en un mismo residuo de la proteina. Algunas
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacion, formacion de enlaces disulfuro o
la modificacion por ciertos lipidos, pueden estar involucradas en la maduracion, correcto
plegamiento y localizacion de las proteinas recién sintetizadas. Otras, como la fosforilacion,
son transitorias y son esenciales en la sefializacion celular (Garzén, 2011). Si se toman en
cuenta estas modificaciones y cambios de estructura, entonces la funcién de las proteinas
aumenta hasta dar lugar a mas de un millén de posibilidades de diferentes proteinas y todas
ellas pueden desempenfar distintas funciones en las células. Entonces, la modificacién
postraduccional de proteinas es un evento fundamental en la regulacion de las respuestas

celulares (Pérez, 2012).
1.5.1 Fosforilacién de proteinas

La fosforilacion-desfosforilacién de proteinas es un proceso que ocurre en todos
los seres vivos. Dicho evento de adicion-remocion de fosfato en las proteinas es el resultado
de la accion concertada de cinasas y fosfatasas, las cuales mantienen los niveles de
fosforilacion en las proteinas blanco (Flores et al., 2005). Como consecuencia de tal
modificacion, las actividades regulatorias de las proteinas blanco resultan modificadas. Por
ejemplo, los estimulos que modulan el crecimiento o la muerte celular lo hacen a través de

la fosforilacion de proteinas (Pérez, 2012; Flores et al., 2005). El conocimiento en detalle
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de tal evento ha permitido disefiar y sintetizar inhibidores especificos de las proteinas
cinasas y tales compuestos actualmente se emplean para bloquear la proliferacion de las
células en terapias antitumorales o se encuentran en fase experimental con este fin (Pérez,
2012).

1.5.2 Glicosilacion de proteinas

La glicosilacion es una modificacién que consiste en la unién de oligosacéridos a
residuos de aminoacidos. Las proteinas de la membrana plasmatica y las de secrecion
son glicoproteinas (Martinez et al., 2008). Estds proteinas son sintetizadas en los
ribosomas, transportadas al interior del reticulo endoplasmico rugoso donde a su paso
incorporan cadenas de oligosacaridos. Se conoce que la glicosilacion de proteinas ocurre
tanto en el reticulo endoplasmico como en el aparato de Golgi
(www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_03).  Aunque el tipo de glicosilacion (N-
glicosilacion u O-glicosilacion) no es un evento exclusivo de organelos, se acepta que en el
reticulo endoplasmico ocurre mayoritariamente la N-glicosilacion, evento en el cual los
oligosacéridos se conjugan al grupo amino (NHz) de un residuo de asparagina a través de
un enlace N-glicosidico. Por otra parte, en el aparato de Golgi ocurre la O-glicosilacion, la
cual involucra la adicién de oligosacaridos en el grupo hidroxilo (OH) de serina, treonina o

tirosina con la formacién de un enlace O-glicosidico (Martinez et al., 2008).
N-glicosilacién

La N-glicosilacion es una modificacion co- y post-traduccional que ocurre en el
reticulo endoplasmico (RE) y en el aparato de Golgi, principalmente bajo la accion de

diversas enzimas llamadas glicosiltransferasas (Martinez et al., 2008).

Las proteinas N-glicosiladas en el Reticulo Endoplasmico Rugoso son modificadas
en el aparato de Golgi por distintos tipos de proteinas que tienen diferentes actividades
enzimaticas ya que afiaden o quitan diferentes tipos de azucares (N-acetilglucosamina,
acido sidlico, glucosa, galactosa, fucosa, etc.) en los N-oligosacaridos (Martinez et al.,
2008). acido sidlico, glucosa, galactosa, fucosa, etc.) en los N-oligosacaridos (Martinez et
al., 2008; Xu et al., 2008).

Los N-oligosacéridos se sintetizan en el aparato de Golgi mediante una secuencia
ordenada de reacciones de modificacion del N-oligosacéarido y se afiaden a las proteinas

14 residuos de azucares (GIcNAc2Man9Glc3, considerado como el N-oligosacérido base).
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En el reticulo endopldsmico rugoso (RER) se elimina parte del N-oligosacarido base (los
tres residuos de glucosa (Glc) y una de las manosas (Man)). Tras el transporte de la
proteina al aparato de Golgi, ese N-oligosacarido (GIcNAc2Man8) sufre diversas
modificaciones llamadas glicosilacion. La primera modificacion, es la eliminacion de tres
residuos de manosa. A esto le sigue la adicion de la N-acetilglucosamina (GIcNAc), la
eliminacion de dos manosas mas y la adicion de una fucosa y de otras dos N-
acetilglucosaminas. Finalmente se afiaden dos galactosas y dos residuos de acido sidlico.
Las distintas N-glicoproteinas se modifican de modo diferente durante su paso a través del
aparato de Golgi (Martinez et al., 2008) y dependiendo de su estructura, es como la proteina
sera procesada, asi como la cantidad de enzimas implicadas en tal proceso. Por dicha razén
las proteinas pueden salir del aparato de Golgi con diversos N-oligosacaridos unidos a ellas
(Martinez et al., 2008; Xu et al., 2008).

Los azUcares afiadidos a las proteinas tienen un papel primordial en promover el
correcto plegamiento y ensamblaje, aumentar la estabilidad de la proteina o pueden estar
involucrados en la interaccién proteina-proteina o en el reconocimiento de célula a célula
(Martinez et al., 2008).

O-glicosilacion

Ademas de la N-glicosilacion, las proteinas pueden estar sujetas a eventos de O-
glicosilacion para dar origen a las O-glicoproteinas. Durante este proceso, los O-
oligosacaridos se afiaden a las proteinas en el aparato de Golgi. Los O-oligosacaridos estan
unidos por enlaces O-glicosidicos al &tomo de oxigeno(O) de los aminoacidos Serina (Ser)

o Treonina (Thr) de una cadena polipeptidica (Martinez et al., 2008).

La O-glicosilacién de proteinas comienza en el aparato de Golgi con la unién de
N-acetilgalactosamina (GalNAc) o manosa (Man) a residuos de serina (Ser), treonina (Thr)
o tirosina (Tyr) de la proteina. Los residuos de N-acetilgalactosamina, galactosa, fucosa o
acido sialico son afiadidos unos a uno de manera secuencial con diferentes tipos de
enlaces, resultando por ello en diferente O-oligosacaridos (O-glicanos) con una estructura
ramificada. Un ejemplo caracteristico de O-oligosacéaridos con cadenas laterales que
pueden inducir una respuesta inmunoldgica son los grupos sanguineos (antigenos) A, B, y
O los cuales estan unidos a proteinas o lipidos presentes en la superficie de los eritrocitos

(glébulos rojos) y otros tipos de células (Martinez et al., 2008).
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Dado lo interesante que resulta el entender el mecanismo de accion de las proteinas
DING y a que no se conoce si esta familia de proteinas presenta modificaciones
postraduccionales asi como el efecto que tales modificaciones podrian estar ejerciendo en
las funciones bioldgicas de dichas proteinas, entonces la proteina DING aislada en semillas
de Capsicum chinense Jacq. representa una posibilidad para determinar si dicha proteina
esta fosforilada o glicosilada y si tal clase de modificaciones pudieran estar regulando su
actividad bioldgica.

En el grupo de trabajo se han realizado diferentes analisis bioquimicos sobre la
fraccion G10P1.7.57 y se determiné su capacidad para inhibir el crecimiento de diferentes
bacterias fitopatégenas (Brito-Argéez et al., 2009). De igual forma se ha confirmado que
dicha fraccién posee actividad de fosfatasa sobre diferentes sustratos fosfatados (Brito-
Argaez et al., datos no publicados). Por medio de secuenciacion de proteinas se determiné
que la fracciébn G10P1.7.57 esta constituida por cuatro polipéptidos y que el mayoritario de
7.57 kDa corresponde a un producto de protedlisis de la proteina DING de ~ 39 kDa (datos
no publicados). Experimentos de fosforilacién con *2P-y-ATP en la fraccion G10P1.7.57
mostraron que el péptido mayoritario (7.57 kDa) resulté fosforilado (datos no publicados),
aunque no se determiné si la incorporacién de 32PO, fue el resultado de su utilizacién como

sustrato o si él mismo actlla como cinasa.

A partir de la secuenciacion del péptido de 7.57 kDa se selecciond la secuencia de
aminoacidos ITYMSPDYAAPTLAGLDDATK vy contra ella se produjo e inmunopurificé un
anticuerpo altamente especifico, el cual reconoce a una proteina DING de ~ 39 kDa en
semillas de Capsicum chinense Jacq. (Uc-Ku, 2013; datos no publicados). Con dicho
anticuerpo, por medio de western blot se ha determinado que la proteina de ~ 39 kDa esta
presente en el tallo, hojas, semillas y flores de Capsicum chinense Jacq. (Uc-Ku, 2013;

datos no publicados).

En este trabajo se propuso determinar si el nivel de glicosilacion o de fosforilacién
de la fraccién G10P1.7.57 es un factor determinante en la actividad biol6gica de la proteina.
De igual manera y dado lo interesante que resulta el determinar si una vez aislada de la
fraccion G10P1.7.57, la proteina DING (~ 39 kDa) de Capsicum chinense Jacq. mantiene
su actividad biolégica y como dicha actividad se afectaria si se remueven sus
modificaciones postraduccionales. Con ese objetivo, en este trabajo dicha proteina se aisl6

de la fracciébn G10P1.7.57 y una vez aislada, tanto la fraccion G10P1.7.57 como la proteina
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DING, se aplicaron en las lineas celulares SiHa, MCF-7, Hep-G2 y PC-3. Por otra parte, la
fraccion G10P1.7.57 y la proteina DING de manera independiente fueron desglucosiladas
por medio de mezclas de N- y O-glucosidasas o fosforiladas-desfosforiladas por medio de
cinasas y fosfatasas. Una vez que la fraccion G10P1-7.57 y la proteina DING que habian
sido sometidas a la adicién/remocion de los grupos pertinentes, entonces fueron
adicionadas a las lineas tumorales (SiHa, MCF-7, Hep-G2 y PC-3), con el objetivo de
determinar cémo dicha manipulacién afecta la actividad biolégica de la fraccién y de la
proteina DING. La actividad biolégica se evalio mediante la determinacion del crecimiento
de las lineas tumorales, asi como mediante la evaluacion de la actividad de fosfatasa de la
fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING de Capsicum chinense Jacq.
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1.6 HIPOTESIS

Las proteinas DING de origen vegetal participan en la inhibicion de la division celular de
lineas tumorales de mamiferos, entonces es posible que la fraccion G10P1.7.57 de
Capsicum chinense Jacq. y la proteina DING contenida en ella mantenga propiedades de
inhibicién parecidas a las de sus homologos proteicos.

1.7 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la fraccibn G10P1.7.57 y de la proteina DING de Capsicum

chinense Jacqg. sobre el crecimiento in vitro de lineas tumorales.

1.7.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Analizar el efecto de la fraccion G10P1.7.57 sobre el crecimiento de las lineas
tumorales, Hep-G2, SiHa, MCF-7 y PC-3

« Evaluar el efecto de la proteina DING de Capsicum chinense sobre el crecimiento
de la linea tumoral MCF-7

» Evaluar el efecto de la fraccibn G10P1.7.57 desglicosilada y fosforilada sobre el
crecimiento de la linea tumoral MCF-7
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1.8 JUSTIFICACION

En la actualidad la humanidad se encuentra en la busqueda de productos alternativos para
afrontar la grave problemética sanitaria que se presenta en enfermedades tales como el
cancer. Esta enfermedad aln no cuenta con una cura por lo cual es un reto vigente para el
sector salud. En los dltimos afios se ha propuesto que las proteinas DING podrian ser
utilizadas como un medio alternativo de tratamiento contra esta insidiosa enfermedad. Bajo
esa perspectiva, la proteina DING detectada en las semillas de Capsicum chinense Jacq.,
asi como la fraccién G10P1.7.57 son buenos candidatos de estudio para evaluar su efecto
in vitro sobre lineas tumorales, esto con el objetivo de determinar su potencial ya sea como
inhibidores del desarrollo de la enfermedad o como componentes de tratamientos contra el
desarrollo de la enfermedad.
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1.9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Semillas de Capsicum chinense

Evaluacion citotdxica y antiproliferativa
indice inhibitorio en las lineas

Modificaciones postraduccionales
(glicosilacion y fosforilacién)

$

Extraccién

L 4

Obtencion de un extracto soluble

de semillas

Purificacion en Sephadex G50

‘ Efecto de las modificaciones
Purificaciéon en Sephadex G10 postraduccionales sobre la linea tumoral
‘ MCEF-7 (actividad citotoxica y

Obtencién de la fraccion antiproliferativa, aumentada o inhibida)

Purificacion por electroelucion de la »
putativa proteina DING (~39 kDa)

$

Secuenciacion de aminoacidos de la MCF-7
putativa proteina DING de ~39 kDa

Evaluacion citotdxica y antiproliferativa

indice inhibitorio en la linea tumoral

Confirmacion de la identidad de la proteina DING
por medio de comparacion de secuencia de

aminoacidos en la base de datos de proteinas
(NCBI)

Figura 1.3 Estrategia experimental desarrollada para la purificaciéon de la fraccion G10P1.7.57 y de

la proteina DING, asi como del ensayo de su actividad biolégica sobre diferentes lineas tumorales
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CAPITULO Il

2.1 INTRODUCCION

Hoy en dia hay multiples medicamentos de uso clinico que son generados para el
tratamiento de enfermedades como el cancer. Este tipo de farmacos esté dirigido para
bloguear el crecimiento y diseminacion de las células cancerigenas ya que interfieren con
blancos especificos que controlan la divisidn celular o el crecimiento). Desafortunadamente,
su baja selectividad de accion, sus costosos efectos secundarios y la generacion de
resistencia celular contra dichos compuestos es un reto de salud que debe resolverse
(American Cancer Society 2012; Cancer Council NSW en su pagina www.

http://languages.cancercouncil.com.au/; Luna et al., 2006).

Las diferentes opciones con las que se puede tratar el cAncer estan determinadas
por varios factores, entre ellos se incluyen las condiciones fisicas del paciente, la edad, la
nutricion y lamentablemente, los econémicos (Cancer Quest., http://www.cancerquest.org/).
Dependiendo de dichos factores y del tipo de cancer, serd la terapia que el paciente recibira
y sin ninguna garantia de solucién al problema. Dentro de las opciones mas socorridas se

mencionan las siguientes.

a) Cirugia; se utiliza para el diagnéstico del cancer, determinar su estado, tipo y probable
agresividad y posible tratamiento. La biopsia es un tipo comun de cirugia que consiste en
tomar una muestra de tejido sospechoso de ser canceroso para que sea examinado en un
laboratorio por un especialista (American Cancer Society 2012; Cancer Quest.,
http://www.cancerguest.org/; Mufioz, 1997; Miller, 1981).

b) Quimioterapia; en esta estrategia se emplean farmacos para matar las células
cancerosas. El tratamiento puede ser administrado oralmente o inyectado en vena. Algunos
de estos medicamentos son compuestos naturales que se encuentran en varios tipos de
plantas y algunos compuestos son productos de sintesis quimica (American Cancer

Society, 2012; Cancer Quest., http://www.cancerquest.org/; Mufioz, 1997; Miller, 1981).

c) Radioterapia; en este método se usan ondas de alta energia para dafiar o matar las
células cancerosas y prevenir el crecimiento de estas (American Cancer Society 2012;

Cancer Vuest., http://www.cancerguest.org/; Mufioz, 1997; Miller, 1981).
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Dado lo fortuito de la remision de los casos de cancer que se ha conseguido con
los tratamientos descritos anteriormente, en los Ultimos afios se ha intensificado la
investigacion en busca de nuevas alternativas, para la cura o la prevencion de dicho
desorden. Los productos naturales y particularmente los relacionados con el uso de
proteinas terapéuticas es un area que esta siendo reanalizada de manera muy cuidadosa
pues en afios recientes se ha visto que estas macromoléculas son una fuente potencial de
prevencion de dicha enfermedad. Las proteinas DING son una clase particular de proteinas
con actividad enzimatica de fosfatasa y con interesantes funciones biolégicas. En células
animales, la presencia de esta familia de proteinas estad asociada con funciones
contradictorias en la salud; por ejemplo, su aparicién se relaciona con el desarrollo de
enfermedades como el cancer de mama y la caquexia, pero también con la proteccion
contra la arterioesclerosis y la litiasis y algunas proteinas DING muestran propiedades
citotoxicas sobre células tumorales o de inhibicién de la replicacién del virus VIH-1. Estudios
acerca de las actividades biolégicas de las proteinas DING demuestran que sus funciones
biolégicas y su mecanismo de accién puede ser variado y el resultado contrastante. Por
ello, en este estudio se analizara el efecto de la fraccién G10P1.7.57 y de la proteina DING
purificada a partir de dicha fraccion sobre las lineas tumorales PC-3, MCF-7, SiHa y Hep-
G2.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Obtencién de semillas y desinfeccién

Las semillas de Capsicum chinense Jacq. se obtuvieron a partir de frutos verdes
que estaban disponibles para su consumo en fresco (madurez comercial). Los pericarpios
del fruto se separaron por medio de un corte transversal con un bisturi. Las semillas se
removieron de la placenta con una pinza. Las semillas se desinfectaron por 10 min en una
disolucién de cloro comercial al 5%. Concluido el tiempo de lavado, a las semillas se les
adiciond etanol al 5% por 10 min. Concluida la incubacion, las semillas se enjuagaron por
tres veces con agua bidestilada estéril, cada lavado se realiz6 bajo agitacion constante por
10 min. concluidos los lavados, las semillas se procesaron de inmediato. En caso contrario,

las semillas fueron almacenadas a —80 °C.
2.2.2 Obtencion del extracto crudo y extracto soluble

Las semillas fueron colocadas en una licuadora industrial desinfectada, se les

adiciond nitrégeno liquido y se homogeneizaron hasta formar un polvo fino. Al polvo se le
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agregaron 80 mL de amortiguador de extracciéon (50 mM Tris-HCI, 1 mM NaCl pH 7.4 y una
pastilla/L de inhibidores de proteasas (Complete™ Roche). La mezcla se homogeneiza.
posteriormente se filtr6 en una malla de 6 capas de gasa estéril; posteriormente el filtrado
se centrifugd a 14,000 x g por 30 min. Se recuperd el sobrenadante y se le denominé como
extracto crudo. El extracto crudo se centrifugd por segunda ocasién a 100,000 x g por 45
min. Al concluir la centrifugacion se recuperd el sobrenadante y se le denominé como
fraccion soluble, se dividié en alicuotas de 1200 L y se almacend en congelacion a —20
°C.

2.2.3 Purificacion del extracto soluble y fracciéon G10P1.7.57

Se inyectaron 1200 pL de fraccién soluble en una columna de cristal empacada
con 45 mL de resina Sephadex G-50, equilibrada con amortiguador 50 mM Tris-HCI pH 7.4
adicionado con 1 mM NacCl. En cada proceso de cromatografia se colectaron 95 fracciones,
cada fraccion contenia 750 L de eluato, dicho volumen se colecté en 3 min. Las fracciones
conteniendo las proteinas de interés fueron mezcladas vy liofilizadas como minimo por 3
dias, o hasta que la muestra estuvo completamente deshidratada. El liofilizado se
resuspendié en 250-300 pL del amortiguador 50 mM Tris-HCI pH 7.4 adicionando con 1 mM
NaCl y se le denominé fraccion G50P2. Las resuspensiones de G50P2 fueron mezcladas y
aplicadas en una segunda columna empacada con 40 mL de Sephadex G10. Las fracciones
de esta segunda columna fueron colectadas en volumenes de 750 puL, analizadas para la
presencia de la proteina de interés y las fracciones que contenian a la proteina de interés
fueron mezcladas vy liofilizadas tal como se describi6 arriba. Los liofilizados fueron
resuspendidos en 250 pL de amortiguador 50 mM Tris-HCI, 1 mM NaCl pH 7.4. Cada una

de las fracciones resultantes fue denominada como fraccion G10P1.7.57.
2.2.4 Secuenciacion de la proteina DING presente en la fracciéon G10P1.7.57

Las muestras fueron reducidas con ditiotreitol (DTT), se alquilaron con
iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y se digirieron “in gel” con tripsina (Promega Sequencing
Grade Modified trypsin), los péptidos fueron aplicados en un sistema LC-MS con una bomba
de nanoflujo EASY- nLC Il (Thermo Fisher Co. San Jose, Ca) acoplada a un espectrémetro
de masas LTQ-Orbitrap velos (ESI). La calibracién del espectrometro fue realizada con una
disolucién Calmix para permitir las determinaciénes con exactitud a menos de 5 ppm

(partes/millén). En el sistema de cromatografia de liquidos se utilizé un sistema de gradiente
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de 10-80% de disolvente B (agua-acetronitrilo con 0.1% de acido férmico) por 120 min
utilizando una columna capilar RC-C18 de ID 0.75 um y 10 cm de largo. El flujo del sistema
LC fue de nanolitros/min. Para la fragmentacion de los péptidos se utilizaron los métodos
de disociacion inducida por colision (CID) y de disociaciéon por colisién de alta energia
(HCD).

Los datos espectroscopicos fueron sometidos a busqueda contra la base de datos
del NCBInr a través del programa Protein Prospector.

2.2.5 Cuantificacién de proteina por el método de Peterson (1977)

El contenido de proteina en el extracto total y las fracciones solubles, G50P2 y
G10P1.7.57 se cuantificé de acuerdo con Peterson (1977) o a Bradford (1970). Brevemente,
en tubos de ensayo individuales se adicionaron concentraciones crecientes (1 a 100 ug) de
la proteina Albumina Sérica Bovina (Fraccion V, Sigma). El volumen final en cada tubo se
completd a 1000 L con agua bidestilada. A cada uno de los tubos se les adicion6 100 pL
de desoxicolato de sodio (DOC) al 0.15% y se incubaron por 10 min a temperatura
ambiente. Enseguida se les adicioné 100 yL de &cido tricloroacético (TCA) al 72%, se
agitaron en vortex y se incubaron por 20 min en hielo. Concluida la incubacion los tubos se
centrifugaron a 3500 rpm por 30 min a 25 °C en una centrifuga Legend Mach 1.6 R. Al
concluir la centrifugacion, los tubos se recuperaron y el sobrenadante de cada uno de ellos
se decant0 y la pastilla se resuspendi6é en 1 mL de agua destilada, enseguida cada tubo se
adicion6 con 1 mL de una mezcla compuesta de partes iguales de CTC, H.0, 10% de SDS
y 0.8 M NaOH. La disolucion de CTC se compone de (0.1% CuSOs 5H.0; 0.2% de
CaNaKH40s-4H20; 10% Na»COs3). Los tubos se incubaron a 25 °C por 10 min. Concluida la
incubacién los tubos se adicionaron con 500 uL de reactivo de Folin (dilucion 1:6) y se
dejaron incubando a 25 °C por 30 min. La absorbancia de las muestras se determin6 a 750
nm en un espectrofotémetro Génesis 10 UV. En el caso de las muestras de concentracion
desconocida, se emple6 un volumen de 30 pL y cada una de ellas recibi6 el tratamiento

previamente descrito en la elaboracién de la curva de referencia.
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2.2.6 Electroforesis de proteinas en geles de 15% de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

La preparacion de las muestras para la electroforesis y para el analisis del perfil
polipeptidico se realizé en un volumen final de 60 pL. La cantidad de proteina aplicada por
gel vario entre 20 y 60 ug. Brevemente 30 L de la fraccién G10P1.7.57 se adicionaron con
20 pL de agua bidestilada y por ultimo se le adicioné 10 yuL de amortiguador de Laemmli 5x
(Laemmli, 1970). La mezcla se agitd, se centrifugd brevemente e incubé a 95 C por 5 min.
Concluida la incubacion, los tubos se colocaron en hielo por 2 min, se centrifugaron
brevemente y la muestra se aplicé en el gel de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE), que
previamente habia sido polimerizado. La mezcla para la preparacion de los geles contenia

los elementos descritos en el cuadro 2.1y 2.2.
2.2.7 Preparacion del gel de 15% de poliacrilamida

Los geles de 15% de poliacrilamida se polimerizaron de inicio y contenian los
reactivos indicados en el cuadro 2.1 (Laemmli, 1970).

Cuadro 2.1 Composicién de la mezcla para el gel de 15% de poliacrilamida.

Reactivos Cantidades (mL)
H20 destilada 2.39 mL
P.oliac_rilamida 30% (acrilamida 29.2%, 5 mL
bisacrilamida 0.8%).
1.5 M Tris HCI pH 8.8 2.47 mL
SDS 10% 0.1 mL
Persulfato de amonio 10% 0.025 mL
N,N,N",N Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0.0125 mL

Posteriormente se prepararon los geles de apilamiento de 4% de poliacrilamida
(SDS-PAGE) y se dejaron polimerizar por 20 min a 25 °C. El cuadro 2.2 muestra la

composicion de la mezcla del gel de 4% de poliacrilamida.
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Cuadro 2.2 Composicién de la mezcla para la preparacion del gel de 4% de poliacrilamida.

Reactivos Cantidades (mL)

H-O destilada 2.21 mL

1 M Tris HCI pH 6.8 0.78 mL
P_oliacrilamida 30% (acrilamida 29.2%, 0.8 mL
bisacrilamida 0.8%).

SDS 10% 0.060 mL
Persulfato de amonio 10% 0.045 mL
TEMED 0.010 mL

Los geles ya polimerizados fueron introducidos en la camara de electroforesis
(BioRad) y cargados con las muestras de interés previamente desnaturalizadas. La caAmara
fue llenada con el amortiguador de electroforesis (Tris 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS 0.05%)

y sometidos a electroforesis a 60 volts por 4 a 5 horas.
2.2.8 Electroforesis en geles de 13% de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La preparacién de las muestras para la electroforesis y para el analisis del perfil
polipeptidico en los geles de poliacrilamida de 13% se realiz6 tal como se describié para
los geles de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE), excepto que la concentracion de
poliacrilamida en la mezcla del gel se modificé de acuerdo a lo que se muestra en el Cuadro
2.3. El gel de resolucién se preparé como se indica en el cuadro 2.1. Las condiciones de
electroforesis fueron las descritas para los geles SDS-PAGE de 15 % de poliacrilamida
(Laemmli, 1970).

Cuadro 2.3 Composicion de la mezcla para la formacién del gel de 13% de poliacrilamida

Reactivos Cantidades (mL)

H.O destilada 3.11mL

Poliacrilamida 30% (acrilamida 29.2%,

bisacrilamida 0.8%). 4.33 mL
1.5 M Tris HCI pH 8.8 2 47 mL
SDS 10% 0.01 mL
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Persulfato de amonio 10% 0.025 mL

TEMED 0.0125 mL

2.2.9 Electroforesis en geles de 12% de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida de 12% se realizaron tal como se describe para los
geles de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE), excepto que la concentracion de
poliacrilamida y agua en la mezcla del gel se modificé tal como se muestra en el Cuadro
2.4. El gel de resolucién se preparé como se indica en el cuadro 2.1. Las condiciones de
electroforesis fueron las descritas para los geles SDS-PAGE de 15 % de poliacrilamida
(Laemmli, 1970).

Cuadro 2.4 Composicion de la mezcla para la formacién del gel de 12% de poliacrilamida

Reactivos Cantidades (mL)
H->O destilada 3.44 mL
P_oliac_rilamida 30% (acrilamida 29.2%, 4mL
bisacrilamida 0.8%)
1.5 M Tris HCI pH 8.8 2.47 mL
SDS 10% 0.1 mL
Persulfato de amonio 10% 0.025 mL
TEMED 0.0125 mL

2.2.10 Tincion de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie

Terminada la electroforesis, el gel se colocé en una solucion de tincion compuesta
de 0.25% de azul de Coomassie R-250 disuelto en 10% de acido acético y 40% de metanol.
En esta condicion, la solucion debe ser suficiente para cubrir el gel. La incubacién para la
tincion se realizé toda la noche en agitacion constante. El destefiido del gel se realiz6 en
una solucion compuesta de 25% de metanol y 10% de éacido acético. El proceso de

destefiido del gel se realizé hasta que el perfil proteico fue visible sobre un fondo claro.
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2.2.11 Tincion del perfil proteico con nitrato de plata

Cuando por medio de la tincién con azul de Coomassie no se consiguié observar
el perfil proteico en el gel de poliacrilamida, entonces se opté por la tincion de proteinas con
nitrato de plata. Esto porqué la sensibilidad del método es superior a la de la tincion con
azul de Coomassie. La tincion del gel se inici6 mediante la adicion de una solucion de
fijacion compuesta de 12.5 mL de metanol, 9.2 mL, de &cido acético y 15 pL de
formaldehido. El gel se incub6 en agitacion toda la noche. Al concluir la incubacion, la
solucion de fijacién se decanto y el gel se lavo tres veces en 30% de etanol, cada lavado
fue de 20 min. Enseguida, el gel se sumergié por 1 min en una solucién de pretratamiento
(0.02 g de tiosulfato de sodio en 100 mL); enseguida, el gel se lavd tres veces con agua
destilada, cada lavado fue de 20 segundos. Concluidos los lavados, el gel se adicioné con
la solucion de plata (0.06 g nitrato de plata y 22.5 pL de formaldehido en 30 mL de agua),
el gel se incub6 en esta solucion por 20 min, posteriormente, el gel se lavé tres veces por
20 segundos cada vez con agua destilada. Enseguida, el gel se incubé en la solucién de
revelado (carbonato de sodio 1.8 g, formaldehido 15 L, tiosulfato de sodio 600 pL en un
volumen final de 30 mL), la reaccién se dej6 proceder hasta que las bandas de proteina se
visualizaron en un fondo translucido-amarillento (10 min). La reaccién de revelado se detuvo
cuando al gel se le adicion6 30 mL de una solucién formada de 15 mL de metanol, 3.6 mL
de acido acético y agua destilada.

2.2.12 Inmunodeteccion en la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING
presente en dicha fraccion

Después de resolver por electroforesis el perfil de proteinas de la fraccién
G10P1.7.57, o de la proteina DING, dichos perfiles se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa por toda la noche, concluida la transferencia, las membranas se bloquearon
con PBS 1x conteniendo 5% de leche descremada Svelty posteriormente, las membranas
se lavaron tres veces por 15 min cada vez con PBS 1x y Tween 20 (0.025%). Enseguida,
las membranas se incubaron con el anticuerpo primario COM2 (1:10000) toda la noche a 4
°C. El anticuerpo primario se decanto y las membranas se lavaron 3 veces por 15 min cada
vez con PBS 1x y Tween 20 (0.025%). Las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario contra conejo (1:7500) por 4 horas en agitacion a 4 °C. Concluida la incubacién
con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron 3 veces con PBS 1x adicionado

con Tween 20 (0.025%). La reaccion de inmunodeteccion se revel6 con amortiguador de
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fosfatasa alcalina (Trizma-base 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCl. 0.1 M) adicionadas con 118 pL
NBT y 76 pL BCIP.

2.2.13 Deteccion de glucosilacion en la fraccion G10P1.7.57 y en la proteina
DING contenida en dicha fraccion

El gel de 12% de poliacrilamida (SDS-PAGE) conteniendo el perfil de polipéptidos
de la fraccion G10P1.7.57 de la proteina DING electroeluida se fijé toda la noche en 50 mL
de una solucion compuesta de 40% metanol y 7.5% de &cido acético. La solucién de
incubacion se decantd y el gel se adicioné con 50 mL de una mezcla de 40% metanol y 7%
de acido acético y se incubd por una hora en agitacion. Posteriormente el gel se incubé por
una hora en una solucién de 7.5% de acido acético. Al finalizar la incubacion, el gel se
adicion6 con 40 mL de una solucién compuesta de 1% acido periédico y 7.5% de acido
acético y se incub6 por una hora a 4 °C en oscuridad. Concluido el tiempo de incubacion,
la solucién se decantd y al gel se le adicioné una solucion de 1% de acido periddico y se
incubd por 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad. Finalizada la incubacion, el gel se
lavo seis veces (10 min en cada lavado) en 7.5% de acido acético. La reaccion positiva de
glicosilacion de las proteinas se observé como bandas purpuras en un fondo de gel de color

rosa (Zacharius et al., 1996). El gel se fij6 en 7.5% de acido acético.
2.2.14 Desglicosilacion de la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING

La desglicosilacion de la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING de Capsicum
chinense Jacq. se realiz6 siguiendo las instrucciones del proveedor (SIGMA). Como control

positivo se utilizé a la fetuina bovina, ya que esta proteina contiene N- y O-glicosilacion.

La desglicosilacion de la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING purificada se
realizo en tubos Eppendorf. Brevemente, en tubos Eppendorf se coloc6 una alicuota (10 a
15 pg) de las muestras a desglicosilar y se aforaron hasta 30 pL, enseguida se afiadieron
10 pL de amortiguador de reaccién 5x y 2.5 pL de solucion de desnaturalizacion. Las

muestras se calentaron a 100 °C por 5 min.

Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, se les afiadieron 2.5 pL de la
solucién de TRITON X-100, por ultimo, se les adicion6 1 uL de cada una de las enzimas
PNGasa F, O-glucosidasa, y A-Neuraminidasa y se incubaron por 3 horas a 37 °C. Para

analizar el efecto de la desglicosilacion sobre la actividad biolégica de la fraccion
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G10P1.7.57, la fraccion G10P1.7.57 desglicosilada (10 pg) fue aplicada sobre las lineas
tumorales Hep-G2, SiHa, MCF-7 y PC-3 y su efecto citotoxico (ICsp) sobre las células

tumorales fue registrado. Como control se utiliz6 a la linea celular Vero.

2.2.15 Inmunodeteccion con el anticuerpo COM2 de la proteina DING-
glicosilada en la fraccion G10P1.7.57

La fraccibn G10P1.7.57 previamente desglicosilada se cargd en un gel del 12%
SDS-PAGE; enseguida, el gel se sometio a electroforesis, concluida la electroforesis, el
perfil proteico fue electrotransferido a membranas de nitrocelulosa durante toda la hoche a
4 °C. Enseguida, la membrana conteniendo a la proteina DING glicosilada y desglicosilada
fue bloqueada con PBS 1x conteniendo 5% de leche Svelty por toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, la membrana se lavo tres veces por 15 min cada vez, con PBS 1xy Tween
20 (0.025%). Enseguida, la membrana se incubd con el anticuerpo primario COM2
(1:20000) durante toda la noche a 4 °C y agitacion. Concluida la incubacion, el anticuerpo
primario se decantd y la membrana se lavé por tres veces de 15 min cada vez con PBS 1x
y Tween 20 (0.025%). La membrana se adicioné con el anticuerpo secundario contra conejo
(1:7500) y se incubd por 4 horas en agitacion a temperatura ambiente. Concluida la
incubacién, la membrana se lavé 3 veces por 15 min cada vez con PBS 1x adicionado con
Tween 20 (0.025%). La reacciéon de inmunodeteccion en la membrana se revelé mediante
la adicién de amortiguador de fosfatasa alcalina (Trizma-base 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgClI 0.1
M) adicionado con 118 pL NBT y 76 pL BCIP. La presencia o ausencia de glicosilacion en
la proteina DING fue observada como un ligero decremento en el peso molecular de la

proteina desglicosilada.

2.2.16 Fosforilacion de la fraccion G10P1.7.57 e inmunodetecci6on de

fosfoproteinas en la fraccion G10P1.7.57

La fraccion G10P1.7.57 fue fosforilada en 30 pL (volumen final) de 50 mM de
Hepes pH 7.5, adicionado con 10 mM de MgCl,, 1.5 mM CaCl;,1 mM de Ortovanadato de
Sodio, 1 mM de B- glicerofosfato y 50 uM ATP; la reaccién se coloco por 10 min a4 °Cy
enseguida se incubd por 30 min a temperatura ambiente. La reaccion de fosforilacion se
detuvo mediante la adicion de 10 pL de amortiguador de Laemmli 5x. Enseguida, las
muestras fosforiladas fueron aplicadas en geles de 12% SDS-PAGE y los geles sometidos

a electroforesis a 60 volts; concluida la electroforesis, el perfil proteico fue electrotransferido
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a membranas de nitrocelulosa por toda la hoche a 4 °C. Enseguida, las membranas se
bloguearon por 2.5 horas a temperatura ambiente con 5% de leche descremada Svelty
disuelta en TBS 1x (10 mM de Trizma pH 7.4, 0,9% de NaCl). Concluido el bloqueo; una de
las membranas fue incubada con el anticuerpo anti fosfotirosina (1:2000), otra con el
anticuerpo antifosfotreonina (1:100) y la ultima membrana con anticuerpo antifosfoserina
(1:500). Otra de las membranas se incub6 con el anticuerpo primario COM2 (1:10000) en
PBS 1x. Todas las membranas se incubaron 2.5 horas en agitacion a temperatura
ambiente. Enseguida, las membranas se lavaron 3 veces por 10 min con TBS 1x adicionado
con 0.1% Tween 20, excepto la membrana que se incubd con el anticuerpo COM2, y cuyo
proceso de inmunodeteccion se continué realizando con amortiguador de PBS 1x. La
membrana que se incubd con el anticuerpo COM2 se adicion6 con el anticuerpo secundario
contra conejo (1:7500) en PBS, mientras que las membranas que fueron incubadas con los
anticuerpos contra los diferentes fosfoaminoacidos, se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario contra ratén (1: 10,000) diluido en TBS. Concluida
la incubacién con los anticuerpos secundarios, las membranas se lavaron 3 veces por 15
min cada vez con TBS 1x adicionado con Tween 20 (0.1%) (membranas incubadas con el
anticuerpo secundario contra ratén), mientras que la membrana que se incubd con el
anticuerpo COM2, se lavé con PBS 1x y Tween 20 (0.025%). Concluidos los lavados, la
reacciéon de inmunodeteccion fue revelada por medio de la reaccién de fosfatasa alcalina
en un amortiguador compuesto de 0.1 M Trizma-base pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.1 M MgCly,
adicionado con 118 pL NBT y 76 pL BCIP.

2.2.17 Evaluacion de la citotoxicidad de la fraccion G10P1.7.57
glicosilada/desglicosilada y fosforilada/desfosforilada sobre las lineas
tumorales Hep-G2 (carcinoma laringeo), SiHa (adenocarcinoma escamoso de

cérvix), PC-3 (carcinoma de prostata humano) y MCF-7 (cadncer de mama)

La realizacion de estas pruebas, fueron en la Unidad de Investigacion, Medica
Yucatan, del Hospital Regional de Alta Especialidad del Instituto Mexicano del Seguro

Social “Ignacio Garcia Téllez” bajo la asesoria de la Dra. Rosa Esther Moo Puc.

Las lineas celulares utilizadas para este estudio fueron: células normales de rifién
de mono verde africano (Vero; ATCC #CCL81), células de carcinoma de cérvix humano
(SiHa; ATCC # HTB-35), células de adenocarcinoma de préstata metastasico (PC3; ATCC
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#CRL1435), células adenocarcinoma de mama (MCF-7; ATCC #HTB22), células de
carcinoma de higado humano (Hep-G2: ATCC #HB 8065)

Las células de las diferentes lineas tumorales se mantuvieron en medio DMEM
(Medio de Eagle modificado por Dulbecco) y de manera independiente se adicionaron con
4.5 mL de medio de cultivo suplementado con 0.5 mL de suero fetal bovino. Las células se
colocaron en placas de crecimiento y se incubaron por 72-96 horas a una atmésfera de
presion con 95% de humedad y 5% de CO,. Concluido el tiempo de incubacion. El medio
de cultivo se decanté y las células fueron adicionadas con 1 mL de triple E (Colagenasa) y
se incubaron por 30 min. Una vez que las células se desagregaron se les adicion6 medio
de cultivo fresco y a partir de este stock celular se transfirieron 100 pl (50,000 células por

mL) hacia una nueva placa y se incubaron por 24 h.

El andlisis de citotoxicidad fue realizado cuando las células alcanzaron entre un
90% a 100% de confluencia celular o hasta que las células formaron una monocapa que
cubria todo el espacio de crecimiento. Entonces se decanté el medio de crecimiento y a las
diferentes lineas tumorales se les adicioné medio de cultivo sin SFB (suero fetal bovino)
conteniendo cantidades crecientes de la fraccién G10P1.7.57 o de la proteina DING (de 10
a 100 pg de proteina. Las placas se incubaron por tres dias a 37 °C, 5% de CO, y 95% de
humedad. La evaluacion del efecto citotoxico de la fraccion G10P1.7.57 o de la proteina
DING se revel6 en las placas de ensayo después de que las soluciones contenidas en
dichas placas fueron decantadas y los remanentes de liquido removidos con gasas

estériles.

Para el ensayo de antiproliferacion o para determinar la inhibicion del crecimiento
celular, este método se realizé cuando las células alcanzaron entre un 70% a 80% de
confluencia celular. Entonces se decantd el medio de crecimiento y a las diferentes lineas
tumorales se les adicioné6 medio de cultivo con SFB (suero fetal bovino) conteniendo
cantidades crecientes de la fraccion G10P1.7.57 o de la proteina DING (de 10 a 100 ug de
proteina. Las placas se incubaron por tres dias a 37 °C, 5% de CO; y 95% de humedad. La
evaluacion del efecto de antiproliferacion de la fraccion G10P1.7.57 o de la proteina DING
se reveld en las placas de ensayo después de que las soluciones contenidas en dichas

placas fueron decantadas y los remanentes de liquido removidos con gasas estériles
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Para la evaluacion del efecto inhibitorio, después de la incubacién, ambas pruebas
se analizaron por el ensayo de la sulforodamina B (SRB) y la inhibicion del crecimiento se
determiné mediante analisis colorimétrico, dado que estima indirectamente el nimero de
células tifiendo la proteina celular total con el colorante SRB, enseguida, a la placa se le
adicion6 100 pL de 10% de acido tricloroacético (TCA), las placas se dejaron reposar 20-
30 min a 4 °C, se les retird el TCA y los pocillos fueron adicionados con 50 uL de 0.1% de
sulforodamina (SRB); las placas se incubaron por 30 min a temperatura ambiente y
enseguida se le retiré la SRB, los pocitos de la placas se lavaron con 100 pL de acido
acético al 1% durante 30 min. Finalmente, los pocitos se adicionaron con 100 pyL de 10 mM

Trizma base pH 7.2 y su absorbancia se determiné a 560 nm (Rahman et al. 2001).
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CAPITULO III
3. RESULTADOS

3.1 Obtencion de la proteina soluble, lafraccion G10P1.7.57 y la proteina DING

de Capsicum chinense Jacq. (chile habanero)

La proteina soluble de las semillas de Capsicum chinense Jacq. se obtuvo después
de centrifugar la proteina total a 100,000 x g. La proteina soluble se fraccion6 por
cromatografia en dos columnas de cristal, la primera rellena de resina Sephadex G-50. Esta
separacion resultd en la resolucion de dos méximos de absorbancia, el primero
comprendido entre las fracciones 18 a 26 (G50P1) y el segundo entre las fracciones 40 a
54 (G50P2). La proteina de interés en este estudio eluyd en el pico 2. El perfil
cromatoégrafico resuelto en la columna empacada con Sephadex G-50 se muestra en la
Figura 3.1.

1.6
G50P2

absorbancia

4 50 60 100

Numero de fraccion

Figura 3.1 Cromatograma de la proteina soluble después de ser fraccionada en una columna de
cristal rellena con resina Sephadex G-50. La elucién de las proteinas produjo dos maximos de
absorbancia a 280 nm y fueron denominados G50P1 y G50P2. En el eje de las Y se muestra la
absorbancia a 280 nm de cada una las fracciones que fueron colectadas durante el proceso de

cromatografia.
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Las fracciones correspondientes al pico G50P2 fueron mezcladas vy liofilizadas. La
resuspension del liofilizado de G50P2 fue entonces refraccionada en una segunda columna
de cromatografia empacada con la resina Sephadex G-10. El fraccionamiento resulté en
dos méaximos de absorbancia denominados G10P1.7.57 y G10P2 (Figura 3.2). Se
colectaron las las fracciones correspondientes a la fraccion G10P1.7.57 comprendido entre
la fraccién 16 a 25 dado que se conoce que en dicho pico eluyo la proteina de nuestro
interés. Estudios anteriores nos demostrarbn por medio de inmunodeteccion con el
anticuerpo COM2 que en el pico de interés (G10P1.7.57) eluyd la proteina DING. (datos no
mostrados, (Brito-Argaez et al., datos no publicados).

2 G10P1.7.57
1.8
1.6
1.4
1.2
1
08 G10P2
0.6

absorbancia

0.4
0.2

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Numero de fraccion

Figura 3.2 . Cromatograma de la fraccién G50P2 en columna de cristal, empacada con resina
Sephadex G-10. El cromatograma resultante después de leer las muestras a 280 nm mostrd dos

maximos de absorbancia denominados G10P1.7.57 y G10P2

Las muestras que comprendieron al pico 1 fueron mezcladas vy liofilizadas y
posteriormente resuspendidas, esto produjo la fraccion denominada G10P1.7.57 la cual fue
denominada de esta manera dado que se conoce que contiene al péptido de 7.57 kDa, un

producto de protedlisis de la proteina DING de ~ 39 kDa.

El siguiente paso en la purificacion de la proteina DING a partir de la fraccion
G10P1.7.57 fue la separacion por electroforesis en geles de 15% SDS-PAGE de los

diferentes polipéptidos que constituyen a la fraccion G10P1.7.57 (datos no publicados).

Dado que en el grupo de investigacion se cuenta con el anticuerpo COM2, el cual
fue producido de manera comercial contra el péptido ITYMSPDYAAPTLAGLDDTK de la

42



proteina DING de Capsicum chinense Jacg. (Uc-Ku, 2014), entonces dicho anticuerpo se

utilizé para inmunodetectar por Western blot a la proteina DING en la fraccion G10P1.7.57.

La proteina de ~ 39 kDa fue purificada por electroelucién a partir de la fraccion
G10P1.7.57. EIl electroeluato fue sometido nuevamente a electroforesis en gel de
poliacrilamida o inmunodetectado por western blot con el anticuerpo COM2 (Fig 3.3). La
tincion del gel de poliacrilamida con azul de Coomassie mostro la presencia del polipéptido
de interés (~39 kDa); el Western blot con el anticuerpo COM2 confirmé que la banda

electroeluida corresponde a la proteina DING de Capsicum chinense Jacq.

MW  DING DING

202.5 ~
113 =
725 ©

46 =

33.8 =

264 —

17.4 =

59 -

a) b)

Figura 3.3 Analisis de la pureza de la proteina electroeluida después de ser tefiida con azul de
Coomassie o inmunodetectada por Western blot con el anticuerpo COM2. El SDS-PAGE tefiido con

azul de Coomassie (A) o el Western blot (B) muestran un solo polipéptido de ~ 39 kDa.

La banda de proteina de ~ 39 kDa se envi0 a secuenciar y los péptidos resultantes
de la secuenciacion por medio de programas bioinformaticos fueron comparados con los
de la base de datos del NCBI; el resultado mostré que dichos péptidos mostraban
homologia con proteinas DING (Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1 Secuencia de péptidos de la proteina purificada por medio de la electroeilucion.

Masa (Da) SECUENCIA
1019.60 TGNIVVYR (DING)
1324.64 NEASGTTELFTR (DING)
1359.74 ITTWNQLPATGR (DING)
1400.72 TSTELSTYASTK (GLP/DING)
1560.82 TSNFVTATSALSLGK (fosfatasa alcalina)
1750.96 FGASALNSNDNAIK (fosfatasa alcalina)
1774.86 LAFLNNDYSQFGTGTK (DING)
1783.04 QVPSVATSVAIPFNK (DING)
2066.02 AVDLSVDQLcGVFSGR (DING)
2229.06 ITYMSPDYAAPTLAGLDDTK (DING)

3.2 Glicosilacion de la fraccion G10P1.7.57

El analisis de glicosilacion de la fraccién G50P1.7.57 mediante el reactivo de Schiff-
acido periddico produjo una sefial tenue en el carril donde se aplicaron 20 pg de la fraccion
G10P1.7.57, dicha sefal se increment6 conforme la cantidad de proteina aumenté a 40 y
60 g (Figura 3.4, carriles 40 y 60). En el control positivo para glicosilaciéon cargado con 40
pug de 1IgG humana, se observd sefial de varios polipéptidos. En contraste, en la linea
correspondiente al control negativo (40 pug de BSA fraccion V de alta pureza) no se detecto

sefial de glicosilacion (Figura 3.4).

Con el objetivo de determinar si la proteina glicosilada en la fraccion G10P1.7.57
corresponde a la proteina DING, se realizé un Western blot con el anticuerpo COM2 el cual
reconoce a la proteina DING de Capsicum chinense (Uc Ku, 2014), la inmunodeteccion
mostré una sefial de intensidad creciente en los sitios adicionados con cantidades de 1, 2.5
y 5 ug de la fraccion G10P1.7.57 (Figura 3.5). En lo que respecta a la IgG humana y al BSA,

también mostraron una ligera sefial, aunque esta sefial podria estar mas relacionada con
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pegado inespecifico del anticuerpo secundario dado que en esos carriles se aplicaron 40

ug de proteina.

Fraccion G10P1.7.57 IgG

MW 20pug 40pg  60pg humana  BSA

202.5 =
725 -
46 —

33.8 —
264 —

17.4 =

59—

Figura 3.4 . Determinacion de glicosilacion de proteinas en gel de poliacrilamida de 13% (SDS-
PAGE) tefiido con reactivo de Schiff-acido peridédico. Diferentes cantidades de la fraccion

G10P1.7.57 0 40 Mg de 1gG humana o de BSA fueron tefiidos para glicosilacion con el reactivo de

Schiff-acido periodico. MW= marcador de peso molecular para proteinas. El circulo indica la

posicion de la proteina DING con sefial positiva para glicosilacion.

El hecho de que el anticuerpo anti-DING reconozca a la proteina de ~ 39 kDa en las
muestras de G10P1.7.57 (Figura 3.5 a), y que dicha sefial correlacione con la posicién de
la sefial de glicosilacién en la fraccion G10P1.7.57 (Figura 3.4), apoya el hecho de que la
proteina DING de Capsicum chinense Jacq. es una proteina glicosilada. La tincion con azul
de Coomassie de un gel de poliacrilamida desarrollado en paralelo al inmunoblot, revelo el

perfil de proteinas que se electrotransfirieron a la membrana de nitrocelulosa (Figura 3.5 b).
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Fraccién G10P1.7.57 18G
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a)

Fraccion G10P1.7.57 IgG
MW 20pg40ug 60pg humana pgga

b)

Figura 3.5 Inmudeteccion por Western blot de la proteina DING presente en la fraccion G10P1.7.57 (a)
y perfil de proteinas de la fraccién G10P1.7.57 en geles de 13% de poliacrilamida (b)

3.3. Evaluacion de la citotoxicidad vy efecto antiproliferativo de la fraccion
G10P1.7.57 sobre las lineas de célulares tumorales Hep-G2, SiHa, PC-3, MCF-

7 y linea normal Vero

La evaluacion de la citotoxicidad de la fraccion G10P1.7.57, sobre las lineas
tumorales Hep-G2, SiHa, PC-3, MCF-7 y Vero mostr6 que la fraccion G10P1.7.57 inhibi6 el

crecimiento de las diferentes lineas tumorales con diferente eficiencia dado que en las

lineas tumorales Hep-G2 y SiHa inhibio el crecimiento con 48.9y 25.19 ug, respectivamente
(Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2.Concentracidn citotéxica de la fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) evaluada en las lineas
celulares Vero, Hep-G2, PC-3, SiHa y MCF-7

Lineas celulares Clso (ug/mL) + DE (IS)

Fraccion
Vero Hep-G2 PC-3 SiHa MCF-7
Fraccion 32,19+ 0.11 48.99+ 0.26(0.65))  43.35+ 0.67(0.74) 25.84+ 0.14(1.24) 35.7%+1.68(0.9)
G10P1.7.57

CC50 = Concentracion citotoxica en pg/mL; DE = desviacion estandar; IS = indice de selectividad
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Mientras la actividad antiproliferativa se observé con 56.48 y 28.6 pg/mL
respectivamente. Como control se incluy6 a la linea celular Vero, derivada de mono verde
y que aun muestra regulacion de la division celular dado que aun inhibe su crecimiento por
contacto con las células vecinas. Dicha linea celular mostro efecto citotdxico con la adicion
de 32.19 pg/mL de la fraccion G10P1.7.57 mientras que la actividad antiproliferativa se
alcanzo con 40.53 pug/mL (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3 Concentracion antiproliferativa de la fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) evaluada en las lineas
celulares Vero, Hep-G2, PC-3, SiHa y MCF-7

Lineas celulares Clso (ug/mL) + DE (IS)
Fraccion
Vero Hep-G2 PC-3 SiHa MCF-7
Fraccion 40.53+0.26  54.68+ 0.34(0.74) 25.19+ 0.005(1.6) 28.6+ 25.19(1.41) 26.74+ 1.5(1.51)
G10P1.7.57

Cl,= Concentracion citotoxica en pg/mL; DE = desviacion estandar; IS = Indice de selectividad

Al analizar los indices de inhibicion de las lineas tumorales (IS) se detecté que si
bien la fraccion G10P1.7.57 inhibe de manera adecuada a las lineas tumorales, no se puede
asumir gue dicha fraccion es idénea para aplicar tratamientos en individuos debido a que la
selectividad resulté con valores menores a 1%, mientras que los valores recomendados

deben tener valores de Cl mayores o iguales a 10.

Los resultados obtenidos nos demostraron que las mejores ICsp en las evaluaciones
citotoxicas y antiproliferativas se obtuvieron en las lineas tumorales de SiHa y MCF-7, por
lo que dado el interés de saber si a la proteina DING se le podria atribuir el efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de la linea tumoral, se decidio continuar los estudios sobre la linea
tumoral de cancer de mama (MCF-7), dado que este tipo de cancer es de las principales

causas de muerte en México y en el mundo.
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3.4 Evaluacién de citotoxicidad y efecto antiproliferativo de la fraccién
G10P1.7.57 desglicosilada y fosforilada sobre la linea de células tumorales
MCF-7 y la linea normal Vero

La evaluacion del efecto de la fosforilacion de la fraccion G10P1.7.57 sobre su
citotoxicidad al 50% (CCsp) en la linea celular MCF-7 se observé con 44.53 pg/mL de la
fraccion G10P1.7.57 fosforilada; en contraste la fraccion desfosforilada, alcanzo su CCsg
con 32.19 pg/mL en la misma linea célular. Para la linea célular Vero se necesitaron
concentraciones mayores a 100 ug/mL de la fraccion G10P1.7.57 fosforilada para alcanzar

la CCso (Cuadro 3.4) con respecto a los 32.19 ug de la fraccion desfosforilada.

Cuadro 3.4 Actividad citotéxica CCso para cada fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) y la fraccion
G10P1.7.57 fosforilada en la linea celular MCF-7

Lineas celulares CCsp (ug/mL) £ DE (IS)
Fraccion
Vero MCF-7
Fraccion G10.P1.7.5 fosforilada >100 44.53+1.62 (2.24)
Fraccion G10P1.7.57 32.19+0.11 35.73+1.68(0.9)

CC,, = Concentracion citotoxica en pug/mL; DE = desviacion estandar; 1S = indice de selectividad

Mientras la fraccion G10P1.7.57 desglicosilada inhibié el crecimiento de la linea
tumoral con 17.20 pg/mL (Cuadro 3.5). Para la linea celular Vero se necesitaron
concentraciones mayores a 100 pg/mL de la fraccibn G10P1.7.57 desglicosilada para
alcanzar la CCso; en contraste, con la fraccion G10P1.7.57 glicosilada se necesitaron 35.73
pug/mL y 32.19 pg/mL para alcanzar las CCso en las lineas celulares MCF-7 y Vero,

respectivamente.

48



Cuadro 3.5 Actividad citotéxica CCso para cada fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) glicosilada y

desglicosilada evaluada en la linea celular MCF-7

Lineas celulares CCso (ng/mL) % DE (1S)
Fraccién
Vero MCF-7
Fraccion G10P1.7.5 glicosilada 32.19+0.11 35.73+1.68 (0.9)
Fraccion G10P1.7.5 desglicosilada >100 17.20+£1.68 (5.8)

CC,, = Concentracion citotoxica en pug/mL; DE = desviacion estandar; IS = indice de selectividad

La actividad antiproliferativa (Clso) de la fraccibn G10P1.7.57 fosforilada sobre la
linea celular MCF-7 se determiné con 40.44 pug/mL, con respecto a la linea celular Vero,
gue se consiguié con 72.18 ug/mL, de igual manera, con la misma fraccibon G10P1.7.57
desfosforilada la actividad antiproliferativa se obtuvo con 26.74 ug/mL para la linea celular

MCF-7 y con 40.53 ug para la linea celular Vero (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Actividad antiproliferativa de la fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) fosforilada y la fraccion
G10P1.7.57 sobre la linea celular MCF-7

Lineas celulares Clso (ug/mL) = DE (IS)
Fraccion
Vero MCF-7
Fracciéon G10P1.7.5 fosforilada 72.18+1.69 40.44+1.58 (1.78)
Fracciéon G10P1.7.57 40.53+£0.26 26.74 +1.5(1.5)

Cl,, = Concentracion citotoxica en pg/mL; DE = desviacion estandar; 1S = indice de selectividad

En contraste, la fraccibn G10P1.7.57 desglicosilada inhibi6é el crecimiento de la
linea tumoral con 9.67 pg/mL de proteina (Cuadro 3.7). La adicion de 22.48 pug/mL de la
fraccion G10P1.7.57 desglicosilada en la linea célular Vero inhibié en un 50% el crecimiento
(Clso); en contraste, la fraccion G10P1.7.57 glicosilada inhibid el crecimiento en un 50% con
26.78 pug/mL de proteina (Cuadro 3.7).
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Cuadro 3.7 Actividad antiproliferativa de la fraccion G10P1.7.57 (ug/mL) glicosilada y desglicosilada
evaluada en la linea celular MCF-7

lineas celulares Clsp (ug/mL) £ DE (IS)
Fraccién
Vero MCF-7
Fraccion G10P1.7.5 glicosilada 40.53+0.26 26.74 (1.5)
Fraccién G10P1.7.5 desglicosilada 22.48+1.58 9.67+1.94 (2.3)

Cl_, = Concentracion citotoxica en pug/mL; DE = desviacion estandar; 1S = indice de selectividad

3.5 Evaluacion de la citotoxicidad y efecto antiproliferativo de la proteina DING

sobre la linea tumoral MCF-7 y Vero

La evaluacion de la citotoxicidad de la proteina DING purificada sobre la linea
tumoral MCF-7 mostr6 que 1.29 pg/mL de la proteina purificada inhibié el crecimiento de la
linea tumoral MCF-7 en un 50%. En contraste, dicho efecto (CCsp) en la linea Vero (linea
celular no tumorigena) se obtuvo con 4.79 pg/mL (Cuadro 3.8). La comparacion con el
docetaxel (control positivo de citotoxicidad), un farmaco aprobado para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer mostré que este compuesto indujo la CCs en la linea MCF-7 a

0.001 pg/mLy a 1.1 pg/mL en la linea Vero (Cuadro 3.8).

Cuadro 3.8 Actividad citotéxica de la proteina DING aislada de semillas de Capsicum chinense. El

farmaco docetaxel se utiliz6 como control positivo

Linea celular CCso (ug/mL) + DE (IS)
Compuesto
Vero MCF-7
Proteina DING 4.79 £ 0.82 1.29 + 0.46 (3.71)
Docetaxel 11 0.001 (11)

CC50 = Concentracion citotoxica en pg/mL; DE = desviacion estandar; IS = indice de selectividad

La actividad antiproliferativa de la proteina DING purificada sobre las células MCF-
7 se consigui6 con 2.79 ug de proteina (Cuadro 3.8), mientras que en la linea celular Vero,

el efecto antiproliferativo se obtuvo con 2.95 pug/mL de proteina (Cuadro 3.9).
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Cuadro 3.9 Actividad antiproliferativa de la proteina DING purificada a partir de la fraccion
G10P1.7.57 sobre la linea celular MCF-7

Linea celular Clso (ug/mL) £ DE (IS)*
Compuesto
Vero MCF-7
Proteina DING 2.95+0.45 2.79 + 0.38 (1.05)
Docetaxel 0.1 0.001 (11)

Cl_, = Concentracion citotoxica en pug/mL; DE = desviacion estandar; IS = indice de selectividad

Al analizar el indice de actividad de las lineas tumorales (CC/CI) (Cuadro 3.10) se
encontrd que la proteina DING pura aumenté su indice de actividad a valores de 3.53, con

respecto a los valores observados cuando se aplicé la fraccion G10P1.7.57.

Cuadro 3.10 indice de actividad de la Proteina DING aislada de semillas de Capsicum chinense

Jacq. sobre la linea celular MCF-7

Linea celular
Compuesto
MCF-7
Proteina DING 3.53

3.6 Rendimiento del proceso de purificacién de la proteina DING

El rendimiento de proteina durante el proceso de purificacion de la proteina DING
a partir de la proteina total de semillas de Capsicum chinense Jacq (Cuadro 3.11), mostro
que en 60 mL de extracto total de semilla se obtuvieron 133.8 mg de proteina total. El
fraccionamiento de este volumen mediante ultracentrifugacién permitio recuperar 40 mL de
extracto soluble conteniendo 61.36 mg/mL de proteina con un rendimiento del 45.85%. Esa
fraccion proteica fue fraccionada por cromatografia en una columna rellena de Sephadex
G50, a partir de la misma se recuperaron 16.2 mL, conteniendo 8.72 mg de proteina,
cantidad que representa un rendimiento de 6.51%. La recromatografia de esa fraccion en

una columna empacada con resina Sephadex G10 permitio recuperar 5.4 mL con 1.64 mg
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de proteina para un rendimiento de 1.22%. Por ultimo, la separacion por electroforesis de
los polipéptidos de la fraccion G10P1.7.57 en geles de 15% SDS-PAGE permitio
seleccionar un polipéptido de ~ 39 kDa, el cual fue escindido del gel y electroeluido.
Después del proceso de electroelucién se recuperd 1 mL de electroeluato, conteniendo 0.16
mg de proteina para un rendimiento final de proteina de 0.12% (Cuadro 3.11).

Cuadro 3.11 Tabla de rendimiento de los diferentes procesos de purificaciéon para la obtencién de

la proteina DING

Vol Concentracién -
S SR eliinEn de proteina Proteina total | Rendimiento
(mL) (mg) (%)
(mg/uL)

Extracto total 60 2.23 133.8 100
Extracto 40 1.53 61.36 45.85
soluble

Fraccion G50 16.2 0.53 8.72 6.51

Fraccion G10 54 0.30 1.64 1.22

Proteina DING 1 0.16 0.16 0.12

3.7 Fosforilacion de la fracciéon G10P1.7.57 y la proteina DING

Después de la reaccion de fosforilacion de la fraccion proteica G10P1.7.57, los
productos resultantes de la fosforilacion se sometieron a electroforesis en geles de 12% de
poliacrilamida (Figura 3.7a) o el perfil de proteinas se electrotransfirio a membranas de
nitrocelulosa para ser inmunodetectado con el anticuerpo COM2 (Figura 3.6b) o incubado
con el anticuerpo secundario contra conejo (Figura 3.6¢). La tincién de los geles con azul
de Coomassie no mostré diferencias significativas en el tamafio de los polipéptidos
contenidos en la fraccion G10P1.7.57 desfosforilada o fosforilada (Figura 3.6a). La
inmunodeteccion con el anticuerpo COM2 revel6 la presencia de un polipéptido de ~ 39 kDa
tanto en la fraccion G10P1.7.57 fosforilada como desfosforilada (Figura 3.6b) y también se

observé un ligero retraso en la migracion del polipéptido de ~ 39 kDa fosforilado con
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respecto al polipéptido sin fosforilar. La incubacion de una membrana que contenia un perfil
idéntico de proteinas con el anticuerpo secundario no produjo ninguna sefial de deteccién
(Figura 3.6¢).

= Perfil de proteinas a- COM2 + a-sec 0-sec

MW G10 Glof MW  GI0 GI10f Glo G10f
202.5— 202.5 =
113 = 113 =
72.5 = 72.5=
46 — 46 -

—

33.8 — 33.8 1
26.4 — 26.4 =
174 - 17.4 -
59 =™ -

a) 39 b) c)

Figura 3. 6 Perfil de las proteinas de la fraccion G10P1.7.57 fosforiladas y sin fosforilar mediante
SDS-PAGE en geles al 12% de poliacrilamida e inmunodeteccién con el anticuerpo COM2 o con el
anticuerpo secundario contra IgG de conejo. Tincion del gel de poliacrilamida con azul de Coomassie
(a) o inmunodeteccion con el anticuerpo anti DING (b) o con el anticuerpo secundario contra IgG de

conejo (c), utilizando 12 pg de fraccion proteica por carril.

Por otra parte, la inmunodeteccion de la fraccibn G10P1.7.57 fosforilada y sin
fosforilar con anticuerpos contra fosfotirosina (Figura 3.7a), contra fosfoserina (Figura 3.7b)
o contra fosfotreonina (Figura 3.7c), mostr6 que en ambas fracciones (fosforilada o sin
fosforilar), el anticuerpo contra fosfotirosina detecté proteinas fosforiladas de bajo peso
molecular (Figura 3.7a); un resultado similar se observé con el anticuerpo contra fosfoserina
(Figura 3.7b), aunque de manera adicional el anticuerpo contra fosfoserina también
reconocio al polipéptido de ~ 39 kDa en ambas fracciones, fosforilada y sin fosforilar (Figura
3.7b). En contraste, el anticuerpo contra fosfotreonina no reaccion6 con ninguna proteina
(Figura 3.7c). Este resultado sugiere que la fraccion G10P1.7,57 presenta fosforilacion en

residuos de tirosina y de serina.

53



a-fosfotirosina o-fosfoserina o-fosfotreonina

MW G10 @Glof G10 Gl10f G10 Glof
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Figura 3.7 Inmunodeteccién con el anticuerpo anti-fosfotirosina (a) inmunodeteccién con el

anticuerpo anti-fosfoserina (b) y anti-fosfotreonina(c). utilizando 12 pg de fraccién proteica por carril.

3.8 Desglicosilacion de la fracciéon G10P1.7.57 y la proteina DING

Experimentos previos de este trabajo mostraron que algunas de las proteinas presentes en
la fraccion G10P1.7.57 y la proteina DING de Capsicum chinense Jacg. estan glicosiladas,
lo cual va de acuerdo con la tincion de carbohidratos con el reactivo de Schiff-acido
periddico (Figura 3.4). Entonces, con el objetivo de confirmar tal resultado se utilizé un
paquete comercial Enzymatic Protein Deglycosylation Kit para desglicosilar a la fraccion
G10P1.7.57. Una vez desglicosilada, la fraccion G10P1.7.57 se someti6 a electroforesis en
un gel de 12% SDS-PAGE vy se tifid con nitrato de plata (Figura 3.8a) o se electrotransfirio
a una membrana de nitrocelulosa y se inmunodetectd con el anticuerpo anti DING (Figura
3.8b). La tincion con nitrato de plata mostr6 que el polipéptido de ~ 39 kDa de la fraccién
G10P1.7.57 desglicosilada tuvo una migracion ligeramente mayor (Figura 3.8a, linea
G10d), con respecto al polipéptido de ~ 39 kDa contenido en la fracciéon G10P1.7.57 sin
desglicosilar (Figura 3.8, linea G10). La desglicosilacién de la fetuina resulté en dos bandas

de polipéptidos con pesos moleculares parecidos a los de la fraccion G10P1.7.57
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desglicosilada (Figura 3.8a, linea fetuinad). EI Western blot, con el anticuerpo contra la
proteina DING confirmé que el polipéptido de ~ 39 kDa contenido en la fraccion G10P1.7.57
desglicosilada migra mas con respecto al polipéptido de ~ 39 kDa de la fraccién G10P1.7.57
glicosilada (Figura 3.8, lineas G10d y G10, respectivamente). La fetuina utilizada como
control positivo de glucosilacién no fue reconocida en su estado glucosilado (Figura 3.8b,
linea fetuina). Sin embargo, al ser desglucosilada, la fetuina mostré una sefial intensa

(Figura 3.8b, linea fetuinad).

MW G10 G10d fetuin fetuinad MW G110 G10d fetuin  fetuinad
202.5 = - a B B 2025- "

725 —W8 72.5 =

46 = -
- L I ——— > . -

33.8 — P - - 1
— 33.8 = |
26.4 - 26.4 — - E
17.4 — . 17.4 —
-
59 = 50 —

Figura 3. 8 Perfil de proteinas de la fraccion G10P1.7.57 glicosilada y desglicosilada e
inmunodeteccién con el anticuerpo COM2. Tinciéon con nitrato de plata del perfil de proteinas de la
fraccion G10P1.7.57 glicosilada y desglicosilada (a) y Western blot con el anticuerpo COM2 (b). La

fetuina fue incluida como control positivo de glicosilacién. El gel se cargé con 15 ug de proteina.

Un experimento posterior incubando la fetuida desglucosilada con el anticuerpo
secundario contra conejo resulté en una deteccion intensa del polipéptido de un peso
molecular de 40 kDa. Ese resultado sugiere que la sefial detectada en la fetuina
desglucosilada es producto de la unién inespecifica del anticuerpo secundario con dicha
proteina (Figura 3.9a). En la figura 3.9b se puede observar diferencia en el perfil proteico,
en el carril de la fetuina se puede observar una proteina en abundancia que oscila entre los
50 a 70 kDa y concuerda con el peso caracteristico de la fetuina, en el carril aledafo, se
observa que la fetuina es desglicosila, ya que se puede observé un perfil diferente al de la

fetuina.
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Figura 3. 9 imnunodeteccién de la fetuina glicosilada y desglicosilada (a) con el anticuerpo
secundario contra conejo. (b) perfil proteico de la fetuina y fetuinad desglicosilada, utilizando 12

Kg de fraccion proteica por carril
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CAPITULO IV
Conclusiones generales

Se ha descrito que las proteinas DING en las diferentes especies tienen un peso
molecular caracteristico de entre ~ 38 y ~ 40 kDa. Las proteinas DING han sido identificadas
en organismos pertenecientes a todos los reinos de la vida (Berna et al., 2009; Bernier,
2014). En este trabajo se determiné que la proteina DING purificada por electroelucién a
partir de la fraccion G10P1.7.57 tiene un peso molecular de ~ 39 kDa; lo cual concuerda

con los resultados hasta ahora descritos en la literatura.

Dado el interés en el grupo de trabajo por determinar la presencia de la proteina
DING en extractos proteicos de semillas de Capsicum chinense Jacq., y de que a partir de
la secuencia de aminoacidos determinada experimentalmente a partir de un polipéptido de
7.57 kDa, se observé que éste tenia homologia con las proteinas DING. El péptido
ITYMSPDYAAPTLAGLDDTK, se sintetiz6 y de manera comercial se produjo e
inmunopurificé un anticuerpo policlonal denominado COM2. Dicho anticuerpo reconoce a
la proteina DING de Capsicum chinense Jacq (Uc-Ku, 2013).

Después de determinar que el anticuerpo COM2 reconoce de manera especifica
al polipéptido de ~ 39 kDa en las semillas de Capsicum chinense Jacq, dicho polipéptido se
purificd por electroelucion a partir de la fraccion G10P1.7.57 y se secuenci6 otra vez. La
comparacion de los péptidos resultantes en la base de datos del NCBI confirmé que el
polipéptido de ~ 39 kDa es una proteina DING (Tabla 3.1). El alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de la proteina de ~ 39 kDa de Capsicum chinense Jacqg. con la
hasta ahora Unica secuencia completa de una proteina DING reportada en plantas,
perteneciente a la proteina DING p38sj de Hypericum perforatum, demostré una alta

homologia entre ambas.

Las proteinas DING son de interés para nuestro grupo de trabajo ya que en
estudios realizados en otras especies se le han atribuido propiedades que van desde las
antimicrobianas hasta de importancia para el sector salud, ya que inhiben la replicacion del
virus del VIH-1 e inhibe la proliferacion celular en lineas cancerigenas (Lesner et al., 2009
; Berna et al., 2009; Bernier, 2014). Con el objetivo de implementar alternativas de
tratamiento a los tratamientos oncoldgicos existentes y particularmente, enfocados en que

los tratamientos alternativos de nuevo desarrollo tengan alta selectividad sobre las células
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cancerigenas y baja toxicidad sobre las células sanas, entonces en el grupo de trabajo se
evalué el efecto anticancerigeno de la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina DING presente
en semillas de Capsicum chinense Jacq. Se encontrd que su aplicacion en varias lineas
tumorales tiene un efecto inhibitorio del crecimiento, asi como citotéxico (Cuadro 3.2 y 3.3),
pero su mejor indice de selectividad fue en las lineas MCF-7 y SiHa. Ademas del efecto
bioloégico de la fraccion G10P1.7.57 observado sobre las lineas tumorales, también se
detecto que la fraccion proteica tiene poca selectividad ya que su efecto no diferencié entre
células cancerigenas y células normales. La proteina DING una vez purificada también
inhibié a la linea tumoral MCF-7, tal inhibicion se consiguié con concentraciones de proteina
muy bajas (Cuadro 3.8 y 3.9) en comparacion con la concentracion que se necesitd aplicar
de la fraccién G10P1.P1.7.57 para alcanzar el mismo efecto de inhibicion. Esos resultados
permiten concluir que la proteina DING purificada debe ser sometida a mas analisis en la
busqueda de potenciar su efecto anticancerigeno asi como su selectividad para atacar a
las células anormales. Ademas, se puede concluir que bajo las condiciones experimentales
en las cuales se realizd este trabajo, la fraccion G10P1.7.57 tiene poca posibilidad de ser
utilizada como alternativa para el tratamiento del cancer dada su complejidad proteica y su

baja selectividad para afectar sélo células tumorales.

Cabe mencionar que resultados similares han sido descritos para otras proteinas
DING gue han sido utilizadas con propésitos terapéuticos, tal es el caso de la proteina DING
denominada p38sj de Hypericum perforatum la cual inhibi6 el crecimiento de la linea celular
U87 MG de glioblastoma primario y la T98G, una linea celular de glioblastoma que contiene
el doble de cromosomas, es de resaltar que dicha inhibicibn se observé cuando dichas
lineas celulares fueron transformadas con vectores de expresion para la proteina p38s;j
(Bookland et al., 2012). De manera similar se ha reportado que la proteina de 28 kDa de
tubérculos de Heliantus tuberosus que es expresada como mecanismo de defensa contra
la infeccién de Agrobacterium tumefaciens inhibe el crecimiento in vitro de células de cancer
de mama denominadas MCF-7 y MDA MB 23 (Griffaut et al., 2007) y que dicha inhibicién
comprende de un 50 a un 70% mientras que en células PC3 de cancer de préstata sélo
inhibe en un 50% (Griffaut et al., 2007). Esos resultados son similares a los obtenidos en

este estudio, aunque no profundizaron en el analisis de las proteinas correspondientes.

Por otra parte, las proteinas DING filogenéticamente pertenecen a la superfamilia
de proteinas de union a fosfato (PBP) y por ello unen grupos fosfato (Berna et al., 2009;

Bernier, 2014). En los ensayos de fosforilacion de la fraccion G10P1.7.57 y de la proteina
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DING, se sugiere que algunos de los componentes proteicos de la fraccion presentan
fosforilacion en serina y tirosina ya que dichos anticuerpos reaccionaron con algunos de
sus polipéptidos (Figura 3.7). Cuando se analiz6 el efecto de la fraccion G10P1.7.57
fosforilada sobre el crecimiento de la linea celular MCF-7 se encontré que su efecto
biol6gico disminuyé debido a la fosforilacion dado que para obtener las ICso se necesitd de
mayores cantidades (Cuadro 3.4 y 3.6) de la fraccion proteica. Eso sugiere que la
modificacion atenua la actividad biologica de la fracciéon G10P1.7.57.

El efecto de la modificacién por glicosilacion sobre la actividad biolégica de la
fraccion proteica G10P1.7.57 mostré que la fosforilacion-desfosforilacion de la fracciéon
proteica atenla o potencia el efecto inhibitorio sobre las lineas tumorales, una vez mas
confirmando que la actividad biolégica de la fraccién es regulable por mas de un tipo de
moadificacion postraduccional, aunque no se conoce que en la proteina DING se presente
mas de un tipo de modificacion a la vez, tal posibilidad debera analizarse en estudios
futuros. Hasta el momento no se ha descrito que las proteinas DING de otras especies

presenten modificaciones postraduccionales.

Con base en los resultados obtenidos es posible concluir que la fraccion G10P1.7.57
y la proteina DING de Capsicum chinense Jacq. (~ 39 kDa) tienen caracteristicas
interesantes en la regulacibn de su actividad biologica, especialmente sobre sus
mecanismos de regulacion, tal es el caso de las modificaciones postraduccionales. No
obstante, también es posible concluir que, bajo las condiciones de este estudio, la
posibilidad de utilizar a la fraccion G10P1.7.57 y a la proteina DING como componentes
anicos de tratamientos alternativos de control contra el cancer parece lejana pues ambas

muestran poca selectividad para afectar sélo a las células cancerigenas.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se obtuvo una proteina DING pura y se secuencié a nivel de
aminoacidos, con esas nuevas secuencias se obtuvo una mayor cobertura de la proteina
DING de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). Se espera que de igual manera las
nuevas secuencias permitan hacer modelado in silico de la proteina DING de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.).

Una posibilidad futura es que con las nuevas secuencias de aminoéacidos que se
obtuvieron a partir de la secuenciacion de la proteina DING se puedan generar nuevos
iniciadores de ADN con el propésito de clonar los genes de la proteina DING de Capsicum
chinense Jacq; una tarea que hasta ahora ha demostrado ser mas complicada de lo

esperado.

La proteina DING de ~ 39 kDa purificada de Capsicum chinense Jacq. podria ser
utilizada en estudios de cristalizacién de proteinas, para comparar su estructura con la de
las dos dnicas proteinas DING hasta ahora cristalizadas, la HPBP de humanos y la
pFLUDING de Pseudomonas fluorescens. Esta comparacion permitiria visualizar

diferencias entre las proteinas de la misma familia DING.

Dado que en este trabajo se determind que la proteina DING de ~ 39 kDa de
Capsicum chinense Jacq. presenta glicosilacién y fosforilacion y que ambos eventos
parecen estar involucrados en la regulacién de su actividad bioldgica, entonces seria
interesante determinar si dichas modificaciones también estan involucradas en la regulacion
de las interacciones proteina-proteina que establecen las proteinas DING con otras

proteinas, ya sea del propio organismo o de organismos invasores.

Dado que se ha documentado que algunas de las proteinas DING, particularmente
la proteina DING denominada X-DING-CD4, son secretada por los seres humanos,
entonces seria deseable que en un futuro se analizara si las modificaciones
postraduccionales desempefian una funcion importante para la secrecion de la proteina
DING.
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