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Abreviaturas

K-BUTX-Tt2b
Ts16

M2Tx1

Cn

RMN

Bo

Mo

ppm

VL

o)

0

NOE

CAMQ
EDTA
MALDI-TOF

IPTG

K-Buthitoxin-Tt2b, toxina del veneno de Tityus trivitattus
Toxina proveniente del veneno del alacran Tityus serrulatus
Mutante P4K, N23H, R25K de la toxina k-BUTX-Tt2b

Cys que ocupa la posicion n entre las Cys de la proteina
Resonancia Magnética Nuclear

Numero cuantico de momento angular o espin nuclear
Numero cuantico magnético

Constante giromagnética

Intensidad del campo magnético

Vector de magnetizacion macroscépica

Frecuencia en radianes/segundo y hertz, respectivamente
Partes por millén

Frecuencia de Larmor

Constante de apantallamiento

Desplazamiento quimico

Efecto Nuclear Overhauser

Cromatografia de Afinidad Metal-Quelato

Acido etilendiaminotetraacético

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosa
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RMSD Root Mean Square Deviation

TCEP Clorhidrato de tris-(2-carboxietil) fosfina



1. lntrocluccién

En 2012 se determind la estructura tridimensional de la k-BUTX-Tt2b y de la Ts16,
dos toxinas de veneno de alacran (de Tityus trivitattus, originario de Argentina, y
de Tityus serrulatus, de Brasil, respectivamente) cuyas secuencias de
aminoacidos se diferencian en tan soélo cuatro aminoacidos (el 4, el 23, el 25 y el
28) y cuyas estructuras tridimensionales son superponibles. Originalmente estas
dos toxinas habian sido clasificadas en la subfamilia 20 de las a-KTx vy, por tanto,
se esperaba que ambos péptidos presentaran el motivo CSa/[3 caracteristico de la
familia. No obstante se encontr6 que ambas adoptan una plegamiento hélice-asa-
hélice (también llamada a/a) estabilizado por seis cisteinas, quienes forman
puentes disulfuro no convencionales (C2-C4, C1-C5, C3-C6, mientras que los
convencionales son C1-C4, C2-C5, C3-C6), revelando una inesperada versatilidad

estructural de las toxinas de alacran.

Del nacimiento de la familia de toxinas formada por k-BUTX-Tt2b y Ts16 derivod el
interés en obtener las mutantes intermedias entre ellas, lo cual serviria para
comprobar la presencia del motivo CSa/a en la nueva familia. Para iniciar se
planted la obtencion de la mutante P4K, N23H y R25K de k-BUTX-Tt2b, llamada
simplemente M2Tx1, y su caracterizacion via Resonancia Magnética Nuclear y
espectrometria de masas. Se espera que esta toxina adopte el mismo plegamiento
a/a y que posea el mismo patron de puentes disulfuro que fueron recientemente
hallados en las toxinas k-BUTX-Tt2b y Ts16.



2. Marco tedrico

2.1 Aminoacidos, péptidos y proteinas

Los péptidos y las proteinas son polimeros de aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos (enlaces amida sustituidos); 20 son los aminoacidos comunmente

encontrados en péptidos y proteinas [1, 2, 3].

Los 20 aminoacidos estandar encontrados en las proteinas son a-aminoacidos,
tienen todos un grupo carboxilo y un grupo amino unidos al mismo atomo de
carbono (el carbono a), el cual esta unido también a un hidrégeno y un grupo R;
por tanto, el carbono a es un centro quiral (excepto en el caso de la glicina, pues R
es otro hidroégeno); los carbonos a de las proteinas solo presentan la
estereoisomeria L. Los aminoacidos difieren unos de los otros en sus cadenas
laterales (grupos R), que varian en estructura, tamano y carga eléctrica, y que
influyen en la solubilidad en agua de los aminoacidos. Los grupos R de algunos
aminoacidos pueden ionizarse y contribuyen en un péptido a las propiedades
acido-base globales de la molécula. Los carbonos adicionales de la cadena lateral
de los aminoacidos se designan comunmente f3, vy, O, €, etc., empezando a partir

del carbono a [3].

Se diferencia entre péptido y proteina por el tamafo de la cadena de mondmeros:
mientras que las proteinas suelen contener de 50 a mas aminoacidos, los péptidos
son cadenas de menos de 50; si bien esta clasificacion es subjetiva ya que
muchos autores consideran a las proteinas de menos de 100 aminoacidos como

péptidos, se trabajara con la primera clasificacién aqui planteada [1, 2].

Las unidades de aminoacido de un péptido se denominan residuos porque los
aminoacidos pierden un atomo de hidrégeno del grupo amino y el grupo hidroxilo
del carboxilo al unirse a otros aminoacidos; como consecuencia, los aminoacidos
pierden la funcién acida y su grupo amino no queda libre. El residuo aminoacido

del extremo de un péptido que tiene un grupo a-amino libre es el residuo amino-
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terminal; el residuo del otro extremo, que tiene un carboxilo libre, es el residuo

carboxilo-terminal [3].

Para macromoléculas grandes como las proteinas se definen cuatro niveles para
describir y comprender su estructura. La descripcion de los enlaces covalentes
que unen a los residuos, donde el elemento mas importante es la secuencia de los
diferentes aminoacidos en una proteina, es su estructura primaria. La estructura
secundaria de la cadena polipeptidica se refiere a disposiciones particularmente
estables de los aminoacidos que dan lugar a hélices-a, laminas-B, giros, asas y
regiones inestructuradas. En el caso de las hélices-a y las laminas-f3, la estructura
secundaria surge de patrones repetitivos de angulos diedros (® y W) entre
residuos sucesivos. Las hélices-a y las laminas- se forman gracias a puentes de
hidrogeno regulares entre los grupos N-H y C=0 de las partes invariables de los
aminoacidos en la cadena polipeptidica principal. La estructura terciaria describe
todos los aspectos del plegamiento tridimensional de un polipéptido. Finalmente,
cuando una proteina posee dos 0 mas subunidades polipeptidicas (cadenas de
aminoacidos asociadas entre si), su disposicion en el espacio se denomina

estructura cuaternaria 2, 3].

Las células contienen generalmente miles de proteinas diferentes, cada una de
ellas con una actividad biolégica distinta [3]. Ejemplos importantes de las
funciones bioquimicas de las proteinas incluyen ligandos, catélisis, funcién como
interruptores moleculares y como componentes estructurales de las células y los
organismos. Las proteinas pueden unirse a otras macromoléculas, como el ADN
en el caso de las ADN polimerasas, o a otras proteinas en el caso de
transportadores y receptores que se unen a una molécula de sefializacién. Esta
funcion evidencia la habilidad de las proteinas de presentar superficies estructural
y quimicamente diferentes que pueden interaccionar con otras moléculas con una
alta especificidad. La extraordinaria versatilidad funcional de las proteinas se
deriva de la diversidad quimica de las cadenas secundarias de los aminoacidos

que las conforman, de la flexibilidad de la cadena polipeptidica y del enorme

11



numero de formas en las cuales las cadenas polipeptidicas con diferentes

aminoacidos se pueden plegar [2].
2.1.1 Clasificacion de toxinas de veneno de alacran

Las toxinas son proteinas producidas por algunos organismos como bacterias,
arafas, alacranes, algunos organismos marinos, etc. y que son téxicas para otras

especies determinadas [3, 4].

Los venenos de alacran son mezclas que contienen, entre otras sustancias,
diversos péptido-toxinas (péptidos provenientes de venenos y que poseen una
masa molecular menor que 10 kDa) que son dafiinos para muchos organismos,
incluyendo a los seres humanos, y que son capaces de interaccionar

especificamente con canales de K*, Na*, Ca®" y CI' [5, 6].

A la fecha, se han descrito cuatro familias de toxinas [7, 8], las cuales
interaccionan especificamente con los canales i6nicos de la membrana celular
antes mencionados [6]. Las cuatro familias de toxinas son numeradas con base en
criterios como el tamano de los péptidos, su toxicidad o su especificidad hacia

canales iodnicos.

La familia uno esta compuesta por péptidos de 60 a 70 aminoacidos unidos por
cuatro puentes disulfuro y que modulan la actividad de canales de Na*. La familia
dos, de las KTx, engloba péptidos que inhiben canales de K*. La familia tres
contiene péptidos de cadena corta de aproximadamente 36 aminoacidos de
longitud con cuatro puentes disulfuro y que, supuestamente, inhiben canales de
CI'. Finalmente, la familia cuatro incluye péptidos que modulan canales de Ca?*

sensibles a rianodina [7].

Las toxinas de la familia dos pueden presentar cadenas cortas (30-40
aminoacidos) y largas (60-64 aminoacidos) con motivos o/ (un hélice-a y una
lamina-B formada por dos hebras antiparalelas) estabilizados por tres o cuatro
puentes disulfuro [6,7,9]. Las toxinas de cadena corta suelen hallarse presentes en
concentraciones bajas en los venenos (de 0.01 a 1% en peso) y son solo
levemente toxicas [10].

12



En 1995 Miller [8] propuso la clasificacion de las toxinas de la familia dos cuya
longitud fuera de 37 a 39 residuos y que tuvieran seis residuos de cisteina en
posiciones determinadas; las ultimas dos cisteinas debian participar en la
secuencia determinada Cs3-(Z)34-C35, donde (Z)s2 es un residuo cargado. Miller
sugiri6 que estos péptidos fueran llamados “a-K-toxinas”, abreviadas “a-KTxm.n”,
donde m y n son la familia y subfamilia, respectivamente, y a denota el tipo de
péptidos descritos por primera vez en esta familia. Asi, los siguientes péptidos
descubiertos habrian de llamarse B-KTx, y-KTx, etc., donde a, B, y y hacen
referencia a la actividad de la toxina. Esta clasificacion estad basada en la
secuencia de aminoacidos y en la posicion de los residuos de cisteina en la
cadena que establecen el plegamiento tridimensional de las toxinas. Las tres
subfamilias moleculares propuestas por Miller, todas pertenecientes a las a-KTx,
son las toxinas tipo caribdotoxina, las tipo noxiustoxina y las tipo kaliotoxina. [8] La
presencia de una cuarta subfamilia molecular, la de toxinas tipo tityustoxina, fue
incierta (dada la presencia de un unico miembro, Tsll-9) hasta 1996, cuando
Legros [11] caracterizo al péptido Tsk, perteneciente a la misma subfamilia que
Tsll-9.

En 1999, Tytgat [7] propuso la existencia de las subfamilias B-KTx, formada por
péptidos de 60-64 aminoacidos de largo y con seis cisteinas, y y-KTx, que
contendria un unico péptido de 42 aminoacidos, sin homologia alguna con otro
péptido de la subfamilia a-KTx. En 2004 Rodriguez de la Vega [12] confirm¢ la
existencia de ambas subfamilias al hacer un resumen de las toxinas de alacran
especificas para canales de K* conocidas al momento. Ademas de clasificar a
diversos péptidos en las familas a, B y y-KTx, afadi6 a la familia a las k-
hefutoxinas. El resumen comprende también cinco péptidos que presumiblemente
serian clorotoxinas y ocho inclasificables péptidos de cadena corta con motivos

a/B estabilizados por cisteinas.

En 2008, King [13] propuso un nuevo esquema para nombrar a las toxinas que
permite tener informacion importante respecto a su actividad, su fuente bioldgica y

su relacion con otros péptidos con solamente conocer el nombre de la toxina en
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cuestion. Esto facilita el anadlisis de las toxinas usando bases de datos
electronicas, evita ambigledades en los nombres y provee una visidn general de
la naturaleza de la toxina que los métodos anteriores para nombrar toxinas no

habian previsto hasta entonces.

Actualmente, la subfamilia de las a-KTx abarca péptidos con 23 a 43 aminoacidos
estabilizados por 2 a 4 puentes disulfuro, dos de los cuales se hallan estrictamente
conservados y unen covalentemente un segmento de la hélice-a a una hebra

lamina-3, formando un motivo a/p estabilizado por cisteinas [12].

2.1.2 Toxinas k-BUTX-Tt2b y Ts16

La toxina k-BUTX-Tt2b proviene del veneno del alacran argentino Tityus
trivutattus. Su secuencia de aminoacidos presenta una gran identidad con
péptidos clasificados en la subfamilia 20 de las a-KTx, incluyendo a las seis
cisteinas caracteristicas del motivo CSa/f. Aun asi, el péptido adopta un
plegamiento CSa/a en disolucidon [5]. Su secuencia de aminoacidos es la siguiente
[14]:

5 10 15 20 25 30
GSGCM PEYCA GQCRG KVSQD YCLKN CRCIR

Por su parte, la toxina Ts16 proviene del alacran brasilefio Tityus serrulatus. Su
secuencia de aminoacidos posee una identidad del 89% con la toxina k-BUTX-
Tt2b, por lo que también presenta gran identidad con los péptidos de la subfamilia
20 de las a-KTx, subfamilia en el cual habia sido originalmente clasificada. Esta
toxina también adopta el motivo CSa/a en disolucién [5], siendo su secuencia de
aminoacidos la siguiente [15]:
5 10 15 20 25 30
GSGCM KEYCA GQCRG KVSQD YCLKH CKCIP R

Se esperaba que estos dos péptidos presentaran el motivo CSa/f dado el
espaciamiento entre cisteinas, comun de tal motivo; sin embargo, ambos péptidos
exhiben el inesperado motivo CSa/a. También se preveia que los puentes

disulfuro que ambos péptidos forman fueran convencionales (C1-C4, C2-C5, C3-

14



C6), pero hay evidencia que indica que no lo son (C2-C4, C1-C5, C3-C6). El
motivo CSa/a y el patrén de puentes disulfuro hallado en estos dos péptidos
ofrecen nuevas perspectivas de la versatilidad estructural de los péptidos de

veneno de alacran [5].
A) B)
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Figura 1. Estructuras obtenidas por RMN de k-BUTX-Tt2b (AyB)y Ts16 (Cy D). En By D se
presentan superpuestas las veinte estructuras de menor energia; en Ay C se muestran las
representaciones de liston y los puentes disulfuro de ambas estructuras minimizadas.

Por su parte M2Tx1, la toxina que se desea biosintetizar, purificar y caracterizar,

posee la siguiente secuencia de aminoacidos:

5 10 15 20 25 30
GSGCM KEYCA GQCRG KVSQD YCLKH CKCIR
Como se observa, la secuencia de aminoacidos de M2Tx1 guarda una gran
homologia con la de k-BUTX-Tt2b y sobre todo con la de Ts16. Es por esta razon
que se espera que su estructura tridimensional adoptase el mismo motivo a/a
15



estabilizado por cisteinas que forman puentes disulfuro no convencionales hallado
en las toxinas k-BUTX-Tt2b y Ts16.

2.2 Resonancia Magnética Nuclear

En 1946 dos grupos de investigacion, el de F. Bloch, W. W. Hansen y M. E.
Packard [16, 17] y el de E. M. Purcell, H. C. Torrey y R. V. Pound [18], observaron
por su cuenta sefiales de resonancia magnética nuclear por primera vez. Bloch y
Purcell fueron premiados en conjunto con el Premio Nobel de Fisica en 1952 por
su descubrimiento. Desde entonces la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se
ha convertido en una herramienta indispensable para los quimicos, fisicos y, mas
recientemente, para los bioquimicos y cientificos médicos [19]. Durante las tres
primeras décadas de la espectroscopia RMN todas las mediciones se basaban en
modos de observacion en una dimension; esto significa que los espectros poseian
una coordenada de frecuencia, y la segunda coordenada era usada para mostrar
la intensidad de las sefales. El desarrollo de los experimentos de RMN en dos
dimensiones durante los 1970s significé el comienzo de una nueva era para la
espectroscopia RMN [20]. Los espectros realizados con tales métodos tienen dos
coordenadas de frecuencia, mientras las intensidades de las sefales son
mostradas en una tercera dimensioén [19]. Recientemente, ha sido posible realizar
experimentos con tres o mas dimensiones [21, 22]. La importancia de la posicion
que la RMN ocupa hoy dia se ilustra con los premios Nobel de Quimica de 1991
para R. R. Ernst [23], en 2002 para K. Wuthrich [24] y con el premio Nobel de
Medicina en 2003 para P. Lauterbur y P. Mansfield [25, 26] por su investigacidn
pionera en métodos de RMN en Quimica, Bioquimica y Medicina. Las nuevas
técnicas que han surgido en los ultimos afios muestran que los avances en RMN

estan aun lejos de llegar a su fin.

Actualmente los principales campos de aplicacién de la RMN son la determinacion
de la estructura de las moléculas y el estudio de la dinamica molecular en
disolucién de las mismas. La informacion necesaria se obtiene midiendo,

analizando e interpretando espectros de alta resolucion de RMN obtenidos en
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liquidos de baja viscosidad. El nuicleo de interés en este caso es el de 'H, ya que
Su resonancia es la mas intensa en la determinacion de las estructuras de las

moléculas organicas [19].

2.2.1 Bases de la Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia RMN es una manifestacion del momento angular de espin
nuclear, una propiedad mecanico-cuantica que no tiene un analogo clasico, y que
es representada por el numero cuantico de espin nuclear, /. Dado que el
fenomeno de RMN esta basado en la existencia del espin nuclear, los nucleos con
numero cuantico de espin igual a cero son inactivos o no observables en esta
espectroscopia. Los nucleos mas importantes estudiados por la RMN con [ =
son 'H, *C, N y 3'P; el nticleo mas importante con / = 1 es el deuterio (°H) [19,
27].

En la presencia de un campo magnético externo, el momento angular toma una
orientacion tal que su componente P, a lo largo de la direccion del campo

magnético es un entero 6 medio entero multiplo de h:

donde m es el numero cuantico magnético y tiene valores de m = (—I,—1 +
1,..,I1—1,1). Asi, m tiene 2I + 1 valores posibles y, consecuentemente, hay un
igual numero de orientaciones posibles para el momento angular y para el
momento magnético en presencia del campo magnético. Este comportamiento de
los nucleos en presencia de un campo magnético es llamado cuantizacion
direccional. Para ntcleos como 'H que tienen / = %, esto significa que hay dos
valores de m (+/2 y —'%). Es importante mencionar que para un espin aislado y en
ausencia de campos magnéticos externos, los estados cuanticos correspondientes
a los 21 + 1 valores de m tienen la misma energia pero el momento angular de

espin no tiene una orientacion preferida [19, 27].

Los nucleos que tienen un momento angular de espin diferente de cero también

poseen un momento magnético nuclear (u). Esta propiedad es directamente
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proporcional al vector que representa al momento angular de espin nuclear y esta

dada por:

u=7yP; Uy =yP, = yhm,

donde la constante giromagnética y es una constante caracteristica de cada
nucleo. La sensibilidad de deteccién de un nucleo en el experimento de RMN
depende de y [19, 27]. Dado que el momento angular es una propiedad

cuantizada, el momento magnético nuclear también lo es [27].

En la representacion clasica los dipolos nucleares precesan alrededor del eje z,
que es el eje sobre el cual se halla el campo magnético. La frecuencia de
precesion o frecuencia de Larmor, v;, es proporcional a la intensidad del campo

magnético B,:
1Y
U, = |%| By

La energia del dipolo magnético en presencia de un campo magnético con una

intensidad de campo magnético B, es:
E= _#ZBO’

Asi, para un nucleo con 21 + 1 posibles orientaciones también hay 21 + 1 estados
energéticos, que son llamados niveles Zeeman. En un espectrémetro de RMN de
alto campo, la intensidad del campo magnético es dirigida a lo largo del eje z; para

esta geometria, E = —u,B, se reduce a:
E = —yl,By = —mhyB,,

Para el protén, que tiene | = 4, hay dos valores de energia en el campo
magnético, que corresponden a los dos valores de m. Sim = +%, p, es paralelo
a la direccién del campo, que es la orientacién preferida energéticamente; si
m = =%, u, es antiparalelo. Asi, los diferentes estados de energia no estan
igualmente poblados puesto que las orientaciones de menor energia del vector del

dipolo magnético son mas probables; la poblacion relativa de un estado esta dada
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por la distribucion de Boltzmann. Las poblaciones en los estados dependen del
tipo de nucleo y de la fuerza del campo aplicado: conforme aumenta la fuerza del
campo externo, la diferencia de energias entre los niveles de energia del espin
nuclear se vuelve mas grande y la diferencia poblacional entre los estados se
incrementa; no obstante, el exceso poblacional en el nivel energético inferior esta
en la region de partes por millon (ppm). Es importante marcar que la sensibilidad
de la espectroscopia RMN depende de la diferencia poblacional entre los niveles
Zeeman [19, 27].

De acuerdo con el modelo clasico, un nucleo con | = %2 precesa alrededor del eje z
del campo en la superficie de un doble cono. Si se suman las componentes en z
de todos los momentos magnéticos nucleares en una muestra se obtiene un
vector de magnetizacién macroscopica My a lo largo de la direccion del campo (eje
z) [19].

Pueden ser estimuladas transiciones entre los niveles Zeeman al aplicar radiacion
electromagnética de la frecuencia adecuada; se debe satisfacer la ecuacidon
AE = hv,. La regla de seleccibn que gobierna a las transiciones de dipolo
magnético es Am = +1. Asi, la energia requerida para excitar una transicion entre

los estados Zeeman my m + 1 es:
AE = hyB,,

que es directamente proporcional a la intensidad del campo magnético. La

frecuencia de la radiacidon electromagnética requerida esta dada por:
wo = VB

o =20 _YBo
T orm 2T

Donde las unidades de w, son radianes por segundo y las unidades de v, son
hertz (Hz) [27].

Las transiciones del nivel energético inferior al superior corresponden a absorcién

de energia y las que se dan en sentido contrario corresponden a emision de la
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misma. Ambas transiciones son igualmente probables y son asociadas con la
inversion de la orientaciéon del espin. Dado el exceso poblacional en el nivel
inferior, la absorcion de energia es el proceso dominante; esto es observado como
una sefial cuya intensidad es proporcional a la diferencia poblacional y, por tanto,
es también proporcional al numero total de espines de la muestra, es decir, a la

concentracion.

La condicion de resonancia se deduce de las ecuaciones antes mencionadas

V=V = |%| B,

El término “resonancia”’ se refiere a la interpretacién clasica del fenédmeno, dado
que las transiciones sélo pueden ocurrir cuando la frecuencia v, de la radiacion

electromagnética es igual a la frecuencia de Larmor v, [19].

Para que las transiciones entre niveles Zeeman en una muestra produzcan una
sefal en el receptor del aparato de RMN se debe satisfacer la condicién de
resonancia. El método mas usado actualmente para llegar a tal condicién y asi
obtener un espectro es el método de pulsos 6 de transformada de Fourier. En
este, todos los nucleos de una especie de la muestra son excitados
simultdneamente por un pulso de radiofrecuencia que opera a una frecuencia v, y
que ocasiona que el vector de magnetizacion M, salga del eje z. En el instante en
el cual el pulso termina, el vector de magnetizacién M, precesa alrededor del eje z
con la frecuencia de Larmor; el sistema regresa a su estado de equilibrio sobre el
eje z via relajacion con M, regresando a su valor original My, mientras My y M,
tienden a cero. Este decaimiento de la magnetizacidon transversal (es decir, el
decaimiento en la magnetizacion en M,y M,) es observado por el detector y lleva
el nombre de FID por sus siglas en inglés, free induction decay. Via aplicacion de
la operacién matematica llamada transformada de Fourier al FID, que esta en
funcidn del tiempo, f(t), se obtiene el espectro en funcion de la frecuencia, g(w)
[19].
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2.2.2 Apantallamiento, desplazamiento y acoplamiento

Las senales en el espectro de resonancia se ven influenciadas en formas
caracteristicas por el ambiente quimico del nucleo en observacion. Asi, los
nucleos que no son quimicamente equivalentes son apantallados en diferentes
grados por su ambiente electronico y magnético y, como consecuencia, dan
diferentes sefiales de resonancia en el espectro. De esta forma, la condiciéon de

resonancia se reescribe como:
— | _
vl - |2TL’| (1 0-)301

donde o es la constante de apantallamiento, una magnitud adimensional que es
del orden de 10® para protones y que depende solamente de los ambientes

magnético y electrénico del nucleo en observacion.

En la espectroscopia RMN no hay una escala absoluta porque la frecuencia de
excitaciéon y la intensidad del campo magnético son interdependientes como
consecuencia de la condicion de resonancia. Se usa una escala relativa donde se
mide la diferencia de frecuencia Av entre las sefales de resonancia de la muestra
y la sefial de un compuesto referencia. Los valores de Av dependen de By, por lo

que se define una magnitud, 6, el desplazamiento quimico, como sigue:

5 _ Vinuestra — Vreferencia
muestra —

Vreferencia
El valor de d suele ser muy pequeio, por lo que suele ser dado en ppm.

Los dipolos magnéticos vecinos no-equivalentes en una molécula interaccionan
entre ellos, a lo cual se llama acoplamiento. Este acoplamiento espin-espin afecta
al campo magnético en las posiciones de los nucleos en observacién: el campo
efectivo es mas fuerte 0 mas débil de lo que seria en ausencia del acoplamiento vy,
de acuerdo con la condicion de resonancia, esto altera las frecuencias de
resonancia. El acoplamiento espin-espin indirecto se da a través de los enlaces
quimicos, pero los dipolos nucleares también se pueden acoplar entre ellos a

través del espacio; a esto se le llama acoplamiento espin-espin directo [19].
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2.2.3 Experimentos en dos dimensiones

Un espectro de RMN en dos dimensiones es aquel en el cual dos coordenadas
ortogonales, las ordenadas y las abscisas, son coordenadas de frecuencia,
mientras que las intensidades de las sefales se suelen graficar en una tercera
dimension. Los experimentos en dos dimensiones mas utiles son aquellos en los
cuales la posicion de la sefal indica correlacion entre dos desplazamientos
quimicos. Los métodos en dos dimensiones estan basados en los acoplamientos
entre dipolos nucleares, los cuales no necesariamente son acoplamientos
escalares (a través de los enlaces), sino que también pueden ser dipolares (a
través del espacio, por ejemplo). Esto abre la posibilidad de elucidar la estructura

tridimensional de las moléculas [19, 28].

Es posible esquematizar de una forma general todos los experimentos de dos
dimensiones en cuatro periodos: preparacion, evolucion, mezclado y deteccion. En
el periodo de preparacién se adecua la magnetizacion transversal; en el periodo
de evolucion se modula la coherencia en un tiempo t; que no es fijo, sino que
incrementa sistematicamente en una serie de experimentos. En el tiempo de
mezclado la coherencia presente tras t; es convertida en una sehal observable

que es observada en el periodo de deteccion, t, [28].

El experimento TOCSY (Total COrrelation SpectroscopY) consiste en excitar
selectivamente la resonancia de un unico protén a la vez en la molécula para
identificar las resonancias de los demas protones que pertenezcan al mismo
sistema de espin (acoplamiento espin-espin indirecto). En este espectro de dos
dimensiones los picos en la diagonal corresponden aquellos en el espectro en una
dimension, mientras que los picos fuera de la diagonal muestran las correlaciones

entre los protones que pertenecen al mismo sistema de espin.

Las interacciones dipolo-dipolo a través del espacio son también llamadas efecto
nuclear Overhauser, NOE, y se trata de acoplamientos espin-espin directos. El
experimento que corresponde a tales interacciones lleva por nombre NOESY

(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) y consiste en la transferencia de una
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pequefa proporcion de la polarizacién de un nucleo A a otro X y viceversa. En el
espectro se muestran sefales en la diagonal en (v4,v,) vy (vx,vx), @si como
sefales en (v4,vx) Yy (Vx,v4), Que son picos de correlacion e indican proximidad
espacial entre los nucleos A y X. La intensidad de una sefial NOE depende en
proporcion inversa a la distancia elevada a la sexta potencia entre los nucleos bajo
estudio [19].
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3, Discﬁo cxPcrimcntal Yy mctodologl'a

3.1 Transformacion de M2Tx1

El plasmido pET32-a-M2Tx1 contiene la secuencia de bases nitrogenadas que, al
ser expresada, codifica para la proteina de fusion. Tal proteina esta formada por
cuatro partes principales: tiorredoxina, una proteina chaperona cuya funcion es
favorecer el plegamiento de otras proteinas (en este caso el de M2Tx1), una
cadena de seis histidinas que es util para purificar a la proteina, un sitio de

reconocimiento de trombina y la proteina objetivo, que es la M2Tx1.

| Tomedoxina || HHHHHH  LVPRGS M2

Figura 2. Representacion de la proteina de fusién donde se indican los cuatro dominios de

ésta. La tiorredoxina favorece el plegamiento de M2Tx1, las seis histidinas son necesarias

en la etapa de purificacién y LVPRGS es el sitio de reconocimiento de trombina.

Se llevé a cabo la transformacion con el plasmido pET32-a-M2Tx1 en la cepa
Rosetta de E. coli. Las células competentes de Rosetta son conservadas con
CaCl, a -70°C y se hallan a una concentracién de 5x107 células/mL en un
volumen de 100puL. El procedimiento consiste en agregar de 3 a 5 uL del plasmido,
cuya concentracion oscila entre los 50 y 80 ng/uL, al tubo de microfuga en el cual
se hallan las células. Se mantiene el tubo con las células durante media hora en
hielo, tras lo cual se da un choque térmico de 45 segundos a 42°C. Se dejan
reposar por cinco minutos en hielo, se les agrega 450uL de medio LB y
posteriormente se cultivan por una hora a 37°C sin agitacion. Una vez transcurrido
este tiempo se siembran las células en una caja Petri que contiene ampicilina, el
antibiético al cual es resistente la cepa Rosetta, y cloranfenicol, al cual deben ser
resistentes las células transformadas dado que el plasmido pET32-a confiere
resistencia a tal antibidtico. Las cajas se dejan reposar durante 12 horas a 37°C vy,

posteriormente, son almacenadas a 4°C.
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3.2 Expresion de M2Tx1

Se prepararon 6.2L de medio LB (medio Luria Bertani, 10g de Bacto Triptona, 5g
de extracto de levadura y 15g de NaCl por litro de medio) distribuidos en cuatro
matraces Fernbach con 1.5L cada uno y 200mL en un matraz Erlenmeyer de
500mL. Se esterilizé el medio LB en autoclave a 120°C y 16 PSI. Se agregaron
ampicilina (0.1mg/mL) y cloranfenicol (0.034mg/mL) previamente esterilizados por
filtracion con membrana de 0.22um al matraz Erlenmeyer de 500mL, se tomé una
colonia de la cepa transformada y se cultivd durante 14 horas a 37°C; éste es el

preinéculo.

Después de que el preindculo creci6 por 14 horas, se agregdé ampicilina
previamente esterilizada por filtracion a cada uno de los matraces Fernbach y se
afadié a cada uno 50mL del preinéculo. Se incubd a 37° hasta alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento, que se monitorea midiendo la densidad Optica a
600nm, y se indujo una vez que ésta fue de aproximadamente 0.700 unidades de
absorbancia. La induccion se llevo a cabo con IPTG 0.5mM, tras lo cual continué

la incubacién pero a una temperatura de 30°C por 14 horas mas.

3.3 Lisis celular

Pasadas las 14 horas de incubacion se centrifugo el cultivo a 6500xG a 4°C por 15
minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendidé el boton celular en
aproximadamente 250mL de disoluciéon amortiguadora de lisis (150mM de NacCl,
50mM de Tris/HCI pH=8). Se colocd en hielo la suspension y se lisaron las células
con un sonicador Misonix 3000. Los pulsos fueron de 15 segundos a 40W mas 30
segundos de descanso hasta completar un tiempo de 10 minutos de pulsaciones.
Después se centrifugd la suspension a 39000xG a 4°C durante media hora; se
descarto el boton y se filtré el sobrenadante con filtros de tamafio de poro de 22

pm.

3.4 Primera purificacion por CAMQ

La purificacion se llevd a cabo por cromatografia de afinidad metal-quelato

(CAMQ) usando una columna HiTrap de Ni**; el flujo al pasar por la columna fue
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de 5mL/min y todas las disoluciones que pasaron a través de la columna CAMQ
fueron previamente filtradas (tamafo de poro: 22um). Se pasaron 10mL de agua
por la columna, seguidos de 10mL de EDTA 0.1M, posteriormente 10mL de agua,
5mL de una disolucién de Ni** 0.1M y finalmente 40mL de agua; a esto se le llama
regenerar la columna. Posteriormente, se pasaron 60mL de disolucidon
amortiguadora de lisis a través de la columna para equilibrarla, seguidos del
sobrenadante del paso anterior; se colecto la fraccion obtenida durante el paso del
sobrenadante por la columna de afinidad, que es el lavado de la columna.
Finalmente, se hizo pasar disolucion amortiguadora de lisis con 500mM de
imidazol, se colectd la fraccién eluida por separado del lavado de la columna y se
etiquetd como “eluato”. Para guardar la columna se lavo con 50mL de agua y
50mL de EtOH.

3.5 Dialisis y reaccién de corte

La dialisis se llevé a cabo colocando dentro de membranas de dialisis 8000MW la
fraccidon etiquetada como “proteina de fusién”. Las membranas, una vez llenas,
fueron puestas en agitacion en un litro de disolucién amortiguadora de diélisis
(75mM de NaCl, 50mM de Tris/HCI pH=8). Se cambi¢ la disolucién amortiguadora
cada media hora hasta haber usado tres litros de ésta.

La reaccion de corte se realizé con la proteasa trombina, que se encuentra
inmovilizada en agarosa. Se agregaron 200uL de trombina a la disolucion
dializada mas suficiente CaCl, 500mM para que quedara 5mM en la reaccién de
corte. Se dejo en agitacion por 12 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se
separo la trombina inmovilizada en agarosa del resto de la mezcla de reaccion via
centrifugacion a 500xG. La trombina se guardd en una disolucion de glicerol al
50% y 20mM de Tris pH=8.0 a 4°C.

3.6 Segunda purificacion por CAMQ

Se repiti6 el proceso realizado durante la primera purificacion por CAMQ,
colectandose por separado las fracciones correspondientes al lavado de la

columna vy al eluato.
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Se comprobd el estado de la purificacion de M2Tx1 en diferentes etapas de la
purificacion mediante geles de poliacrilamida-SDS de electroforesis. Estos
separan a las proteinas dependiendo de su tamafio en un intervalo desde 5 a
2000kDa, permitiendo asi observar el tamafno de las proteinas que se encuentran

en una determinada muestra.

3.7 Purificacion por HPLC

El dltimo paso de la purificacion se llevo a cabo via Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés, High Performance Liquid
Cromatography) de fase reversa en un aparato Pro-Star Varian equipado con un
sistema de disolventes con gradiente binario y en una columna Jupiter Proteo
(250mm por 4.6mm, Phenomenex) usando un gradiente lineal de 13 a 19% de
acetonitrilo-agua con 0.05% de TFA (acido trifluoroacético) en 20 minutos a un

flujo de TmL/min.

3.8 Determinacion de la masa de M2Tx1

Se determind la masa de la toxina purificada mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF. La matriz empleada para preparar la muestra fue acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en proporcion 1:5 y el experimento se llevé a cabo en un aparato
Bruker Daltonics MALDI-TOF.

3.9 Obtencion de los espectros TOCSY y NOESY

Se prepard la muestra disolviendo la proteina obtenida en 95% H,O y 5% D,O.
Los espectros de RMN fueron obtenidos a 25°C en un espectrometro Varian de
500MHz. Los espectros TOCSY fueron obtenidos con tiempos de mezclado de
27ms, mientras que los espectros NOESY se adquirieron usando tiempos de
mezclado de 100 y 300ms. Se uso la supresiéon de agua DPFGSE durante la
obtencion de ambos espectros. Ambos experimentos fueron adquiridos usando
2048 y 1024 puntos complejos en las dimensiones directa e indirecta,

respectivamente.
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3.10 Procesamiento y analisis de los espectros

Se utilizé el software NMRDraw y NMRpipe para el procesamiento de los
espectros. Para la asignacion de los espectros se utilizd el programa CARA1.5.
Con las restricciones obtenidas del espectro NOESY se calcularon tres estructuras
en CYANA 2.1, asumiendo: puentes disulfuro convencionales, puentes disulfuro
como lo indica la nueva familia de toxinas [5] y sin tomar en cuenta su existencia.
Se seleccion6 el ensamble de estructuras que cumple con el mayor niumero de

restricciones dadas por los NOEs.

Finalmente se realiz6 el afinamiento de las estructuras por dinamica molecular con
el programa AMBER 9 [29]; tal afinamiento consta de dos pasos. El primero fue
una simulacion en vacio, que consiste en una minimizacion energética (1,000
pasos), dos ciclos de recocido (“annealing”) y una segunda minimizacién (2,000
pasos). Cada ciclo de recocido consta de 30,000 pasos con un tiempo total de
dinamica de 30ps a temperatura constante y con el algoritmo de Berendsen [30].
El segundo paso del afinamiento, que es una minimizaciobn con agua como
disolvente explicito, se llevdé a cabo en cuatro etapas, antes de las cuales fue
necesario nulificar la carga de la proteina afiadiendo los contraiones CI" necesarios
y colocar una caja de agua (TIP3P) dejando 10A de separacién entre los bordes
de ésta y los atomos mas externos de la proteina. La primera etapa fueron tres
ciclos de calentamiento lento (de 0 a 50K, de 50 a 100K y de 100 a 300K) a
volumen constante. Cada ciclo consta de 20,000 pasos con un tiempo de dinamica
de 40ps cada uno. La segunda etapa consto de dos ciclos a 300K y presion de
1atm (NPT). Cada ciclo consta de 20,000 pasos con un tiempo de dinamica de
40ps cada uno. La tercera etapa fueron tres ciclos a volumen constante y 300K
(NVT). Los ciclos constan de 20,000, 30,000 y 100,000 pasos con tiempos de
dinamica de 40, 60 y 100ps, respectivamente. La ultima etapa consistio en una
minimizacién de energia (2,000 pasos) con disolvente explicito. El tiempo total de

cémputo fue de 60h y el campo de fuerza utilizado fue ffO9SB.
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4. Resultados Yy discusion

4.1 Transformacion

Se sembraron dos cajas Petri con ampicilina y cloranfenicol: una con las células a
las cuales se transformo6 y otra con un blanco negativo, que son células a las
cuales no se les agregé el plasmido pET32-a-M2Tx1. Es importante notar que la
cepa Rosetta de E. coli es resistente s6lo a ampicilina. En la caja Petri del blanco
negativo no crecieron colonias, lo cual confirma que las células sin transformar no
son resistentes a cloranfenicol. Por su parte, en la caja de células transformadas si
se hallaron colonias, lo cual indica que éstas adquirieron el plasmido pET32-a-

M2Tx1 y éste a su vez les confirid la resistencia a cloranfenicol.

4.2 Expresion de M2Tx1

La cepa Rosetta de E. coli contiene un promotor llamado lacUV5, que forma parte
del operdn lac y que es inducible con IPTG. El promotor lacUV5 promueve la
transcripcion directa del gen de la T7 RNA polimerasa, quien a su vez transcribe el
DNA objetivo en el plasmido, en este caso el mensaje para la proteina de fusion.
De esta forma, el IPTG favorece la produccion de la proteina de fusion por parte

de la célula [31].

Una vez transformadas las células con el plasmido pET32-a-M2Tx1 se llevo a
cabo una cinética de expresidon para determinar el tiempo en el cual se recupera la
mayor cantidad de proteina. Se tomaron muestras de 1mL cada hora a partir del
tiempo cero (induccion con IPTG) y cada dos horas a partir de las 10 horas hasta
llegar a 24 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 6500xG por un minuto, se
descarté el sobrenadante, se resuspendieron los botones en 60uL en disolucion
amortiguadora de lisis y se lis6. Se centrifugé una segunda vez para separar las
particulas insolubles de las solubles y se realizaron dos geles poliacrilamida-SDS

para evaluar la cantidad de M2Tx1 presente en las fracciones soluble e insoluble.

La proteina de fusidén, que pesa 20.22kDa, fue sobreexpresada al inducir su

produccion con IPTG 0.5mM, por lo que se halla en una concentracion mayor a la
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de las demas proteinas de la disolucién y es facilmente identificable en el gel. La
banda mas intensa entre los marcadores de pesos moleculares 26.6 y 17.0 es la
correspondiente a ésta y su intensidad esta directamente relacionada con la

concentracion de proteina en la muestra.

26.6

17.0 S
14.4 - S

6.5

Figura 3. Geles de poliacrilamida-SDS de la fraccién soluble (sobrenadante) obtenida tras la
lisis celular. Los carriles etiquetados como “PM” corresponden a marcadores de pesos
moleculares en kDa; sus valores estan indicados a la izquierda del primer gel. Los demas
carriles indican el tiempo tras el cual fue tomada la muestra de células, donde Oh

corresponde al momento de la induccion de la producciéon de M2TX1 con IPTG.

26.6

17.0
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Figura 4. Geles de poliacrilamida-SDS de la fraccion insoluble (botones) obtenida tras la lisis
celular. Los valores de los marcadores de pesos moleculares en kDa estan indicados entre
los geles. Los demas carriles indican el tiempo tras el cual fue tomada la muestra de células,

con 0Oh correspondiendo al momento de la induccion con IPTG.
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En los geles, se observa que 14 horas después de la induccién de la produccién
de M2Tx1 no hay aumento en la cantidad de proteina producida, por lo que se

selecciond éste como tiempo adecuado para la produccién de M2Tx1.

Se aprecia que, a pesar de haber una cantidad considerable de proteina de fusién
en los botones (fraccion insoluble), la mayor parte de ésta se halla en el
sobrenadante o fraccion soluble, por lo que se decidio trabajar con esta fraccién.
No obstante, se volvid a lisar la fraccion insoluble en espera de obtener mas de
proteina soluble. Los resultados fueron positivos y se encuentran en la figura 5, gel
en el cual se observa que aun habia proteina de fusidn en el botén que se obtuvo
tras la centrifugacién del producto de la primera lisis, lo cual es indicativo de una
lisis celular incompleta. En posteriores expresiones y con el objetivo de mejorar la

lisis se realizaron pulsos hasta completar 20 minutos en lugar de 10.

4.3 Primera purificacion por CAMQ

En este paso se hizo pasar el sobrenadante del paso anterior a través de una
columna de afinidad metal-quelato. Conforme el sobrenadante pasa a través de la
columna, algunas de las proteinas que éste contiene se coordinan con el Ni?* que
esta dentro de la columna y, por tanto, son retenidas por ésta. Las proteinas que
no se coordinan con el Ni** simplemente pasan y salen de la columna. La proteina
de fusion esta especialmente disefiada para interaccionar con la columna CAMQ
porque tiene una cadena de seis histidinas que se coordinan al Ni?*; asi, se espera

que la proteina de fusiéon quede retenida en la columna.

Se colectd la fraccidn correspondiente a la disolucion de proteinas que no
interaccionan con la columna, llamada lavado de la columna. Posteriormente, se
hizo pasar una disolucién con imidazol por la columna. Este se coordina muy
fuertemente con el Ni* y desplaza a las proteinas que habian quedado retenidas,
por lo que éstas son eluidas; se colecta la segunda fraccion, llamada eluato. Se
realizd un gel de electroforesis para comprobar la eficiencia de este paso (figura
5).
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Figura 5. Gel de poliacrilamida-SDS realizado tras la primera purificacion por CAMQ. El carril
PM son los marcadores de pesos moleculares en kDa, cuyo valor esta indicado a la
izquierda del gel. En el carril 1 se encuentra el relisado de la fraccién insoluble. Los carriles

2y 3 corresponden al lavado de la columna. En el carril 4 se halla el eluato.

En los carriles 2 y 3, que corresponden al lavado de la columna, no se observa
presencia de proteina de fusién (que deberia estar entre los marcadores de 26.6 y
17.0), lo cual permite concluir que la columna CAMQ retuvo eficientemente a la
proteina de fusion. En el carril 4 se observa la banda que corresponde a la
proteina de fusion, que fue eluida de la columna eficientemente con imidazol. Asi,

se procedid a trabajar con el eluato y se descarté el lavado de la columna.

4.4 Reaccion de corte

Tras el paso por la CAMQ la disolucion de proteinas entre las cuales se encuentra
la proteina de fusién tiene imidazol, que inhibe la reaccion de corte con trombina.
Por esta razon, se llevd a cabo una didlisis, que tiene como objetivo retirar el

imidazol de la disolucion para proceder a la reaccion de corte.

La proteina de fusion tiene un sitio de reconocimiento de trombina, que no es sino
una secuencia de cinco aminoacidos (LVPRGS). Asi, se lleva a cabo una reaccién
en la cual la trombina reconoce tal secuencia de aminoacidos y la hidroliza entre
los aminoacidos R y G, dejando por una parte a la tiorredoxina, la cadena de

histidinas y la secuencia LVPR y por la otra a la proteina de interés, en este caso
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la M2Tx1, con el GS del sitio de reconocimiento de trombina en el extremo amino

terminal.

Antes de llevar a cabo la reaccién de corte es necesario realizar una cinética de
corte para determinar el tiempo en el cual la trombina corta a la proteina de fusién.
Las condiciones de corte fueron: 1mL de reaccion de corte (en disolucion
amortiguadora de lisis, pH=8) con 3mg de proteina de fusion, 300uL de trombina
(tomados de una suspensiéon de trombina-agarosa al 50%) y CaCl, 5mM a
temperatura ambiente y con agitacion. Se tomaron muestras cada hora hasta

completar seis horas. Los resultados se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Gel de poliacrilamida-SDS de la cinética de corte de la proteina de fusién con

trombina. Estan indicados los valores de los marcadores de PM en kDa.

En el gel de la cinética de corte con trombina se observd la desaparicion de la
banda que corresponde a la proteina de fusién (20.22kDa) dado que esta siendo
cortada en dos partes: el fragmento Trx-HHHHHH-LVPR, cuya banda esta en
17.02kDa y el fragmento GSM2Tx1, cuya banda no se ve en el gel dada su
pequefia masa (3.35kDa).

Después de cinco horas de reaccidn de corte con trombina se observo que la
reaccion no avanzaba mas puesto que se dejo de apreciar un cambio en la
cantidad de proteina de fusidén en la muestra; se tomé tal tiempo para llevar a cabo

la reacciéon dado que ya se habia obtenido suficiente proteina.
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Pero es muy diferente realizar el corte de 3mg de proteina de fusiéon con 300uL de
trombina que realizarlo para 246mg de proteina de fusiéon con la misma cantidad
de trombina. Ya que no se disponia de una mayor cantidad de trombina, se
decidié dejar por mas tiempo la reaccion de corte (por 14 horas), en espera de que
se cortara la mayor cantidad de proteina de fusion posible. El gel realizado para

evaluar la eficiencia del corte se encuentra en la siguiente seccion.

4.5 Segunda purificaciéon por CAMQ

Se realiz6 una segunda purificacion por CAMQ para separar los residuos del corte
(TrxHHHHHHLVPR vy la proteina de fusion que no fue cortada) del producto del
corte, la GSM2Tx1. En la columna se retuvieron los residuos de corte mientras
que la GSM2Tx1, al no coordinarse con el Ni** dentro de la columna, salio de la
columna inmediatamente. Finalmente los residuos del corte fueron eluidos con

imidazol.

26.6

17.0
14.4
6.5

Figura 7. Gel de poliacrilamida-SDS, los marcadores de PM estan indicados en kDa. En los
carriles “corte” se muestran los productos del corte con trombina. En los carriles M2Tx1 se
muestra el lavado de la columna tras la segunda purificacion por CAMQ. En el carril RC se

muestran los residuos del corte (eluato de la segunda purificacién por CAMQ).

En los carriles etiquetados “corte” se observa que la reaccién de corte con

trombina llegé a =50% de eficiencia tras 14 horas. En los carriles de la M2Tx1 no

se observa la banda esperada puesto que la toxina pesa muy poco y por tanto

salié del gel. El carril etiquetado “RC” muestra los residuos del corte. Se ven las
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bandas correspondientes a la proteina de fusion que no se corté (20.22kDa) y al
residuo de corte (Trx-HHHHHH-LVPR), cuya banda esta en 17.02kDa.

4.6 Purificacion por HPLC

Se optimizdé un gradiente (tabla 1) con el cual M2Tx1 eluye a los 15 minutos.

Tiempo (min) Flujo (mL/min) %H,O %ACN |

0.0 1 90.00 10.00
3.0 1 90.00 10.00
5.0 1 87.00 13.00
25.0 1 81.00 19.00
26.5 1 90.00 10.00
31.5 1 90.00 10.00

Tabla 1. Gradiente empleado en la purificacion por HPLC de M2Tx1.

600 o — 60
Columna: Jupiter Proteo
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ci2
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250 x 4.6 mm
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Figura 8. Cromatograma de la separaciéon por HPLC de M2Tx1, que eluye a los 15 minutos.
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En la figura 8 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos al inyectar 1mL de
la fraccion “M2Tx1” en el HPLC. Se observa un pico principal de intensidad mucho

mayor al resto de los picos. Este pico fue colectado y liofilizado.

4.7 Determinacion de la masa de M2Tx1
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Figura 9. Espectro de masas MALDI-TOF de M2Tx1.
La figura 9 muestra el espectro de masas. Se determind una masa MALDI-TOF de
3351.8Da para el pico observado en el cromatograma, la cual concuerda con la

masa tedrica calculada de 3349.97Da. Asi, se confirmé que este pico corresponde

a M2Tx1 y, por tanto, se procedié a obtener sus espectros de RMN.
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4.8 RMN y procesamiento de los espectros obtenidos

1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

"H ppm

Figura 10. Espectro de 'H de M2Tx1. La obtencion se llevé a cabo a 25°C y se usé la

supresion de agua DPFGSE.

La dispersion de sefales que se observa desde 6 hasta 9ppm y que corresponde
a los NH de las amidas de la cadena principal evidencia que M2Tx1 se encuentra
plegada. Sabiendo esto se procedié a obtener los espectros en 2D TOCSY vy

NOESY, que se muestran en las figuras 11 y 12, respectivamente.

Una vez obtenidos los espectros TOCSY y NOESY el primer paso para obtener la
estructura tridimensional de M2Tx1 fue asignar los sistemas de espin que se
observan en ambos espectros. En este caso, un sistema de espin es un patron de

sefales caracteristico para cada aminoacido, aunque hay sistemas de espin muy
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similares pertenecientes a diferentes aminoacidos (ver apéndice B). También se
realizd la asignacion de las sefales que indican la secuencia entre los
aminoacidos; tales sefales se observan solamente en el espectro NOESY. Es
indispensable conocer previamente la secuencia de aminoacidos del péptido
puesto que ésta y las correlaciones NOE permiten una correcta asignacion de

sefnales de aminoacidos secuenciales.
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Figura 11. Espectro TOCSY de M2Tx1 obtenido a 25°C en un aparato Varian de 500MHz. La

supresién de agua usada fue DPFGSE.
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Figura 12. Espectro NOESY de M2Tx1 obtenido a 25°C en un aparato Varian de 500MHz. La

supresion de agua usada fue DPFGSE.

El procedimiento para asignar los sistemas de espin fue desarrollado por Wathrich
[24]. Primero se localizaron las sefiales TOCSY del 'H de amida con los 'H de la
cadena lateral del mismo aminoacido; todas éstas aparecen en el desplazamiento
quimico del 'H de amida. A partir de esas sefiales se hallaron las de correlacion
de los 'H de la cadena lateral entre si, es decir, todo el sistema de espin. Las
sefales NOE, quienes permiten establecer la correlacion entre aminoacidos
secuenciales, se buscaron en una dimensién en el desplazamiento quimico del 'H

de amida del aminoacido n y en la otra dimension en el desplazamiento quimico
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del 'Ha y/o del 'HB del aminoacido n-1. Estas sefiales sirven también para
correlacionar a los aminoacidos que forman estructuras secundarias, lo cual es

muy importante para obtener la estructura tridimensional de la toxina.

Se asignaron 27 de los 30 sistemas de espin y sus respectivos NOEs, lo cual
corresponde a un 90% de la asignacion. Se identificaron NOEs en el
desplazamiento quimico del 'HN de la cisteina 26 en una dimensién y en el
desplazamiento de los 'HB y del "HN de la cisteina 4 en la otra dimensién, lo cual

evidencia la existencia de un puente disulfuro entre estos dos aminoacidos.

La intensidad de la sefal NOE es proporcional al inverso de la distancia entre los
nucleos observados a la sexta. Sabiendo esto y teniendo asignado el espectro

NOESY se obtuvieron las restricciones de distancia via integracion de los NOEs.

Posteriormente, se realizé el calculo de angulos de torsion, la evaluacién de la
asignacion y el calculo de la estructura de la proteina con el software CYANAZ2.0
bajo tres condiciones: 1) imponiendo puentes disulfuro convencionales como
restricciones, 2) imponiéndolos como los esperados para la nueva familia [5] y 3)
sin restringir la existencia de puentes disulfuro. Al final del proceso se obtuvieron

las 20 mejores estructuras calculadas sin violaciones y con la menor energia.

Una forma clara de evaluar el tipo y numero de sefiales NOE usadas para
determinar la estructura secundaria y terciaria del péptido es emplear los graficos
que se presentan en la figura 13. En los graficos de la izquierda se muestran
cuantas restricciones NOE fueron usadas para cada rango de distancias; se ve
claramente que hay muchas mas restricciones a corta distancia que a larga. Las
figuras de la derecha despliegan la longitud de las interacciones entre los
aminoacidos de M2Tx1. Este analisis es muy valioso ya que son las restricciones
NOE de mediano y largo alcance quienes establecen la estructura tridimensional

de la toxina.
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Figura 13. Restricciones de distancias de M2Tx1. En las graficas de la izquierda se muestra
el nimero de restricciones contra la diferencia entre el indice de los aminoacidos. En las de
la derecha se desglosan los tipos de interacciéon de los residuos: el blanco indica
interacciones NOE intrarresiduales (|i-j|=0), el gris claro de corto alcance (entre protones de
aminoacidos secuenciales, |i-j|=1), el gris oscuro de mediano alcance (1<|i-j|<5) y el negro de
largo alcance (]i-j|25). Las graficas superiores corresponden al ensamble de estructuras
calculadas sin puentes disulfuro, las de en medio a las estructuras con puentes

convencionales y las de abajo a las estructuras con puentes no convencionales.
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Figura 14. Asignacion de las sefales NOE que evidencian la secuencia de aminoacidos. En
las filas dyy (i, i+1), dan (i, i+1) y dgn (i, i+1) la altura de las barras es proporcional a la
intensidad de la seiial NOE. En las demas filas se indica la presencia de una seial NOE entre
los 'H de los aminoacidos en los extremos de la barra. La figura de arriba corresponde al
ensamble de estructuras sin restriccion de puentes disulfuro, la de en medio a aquellas con
puentes convencionales y la de abajo a las que tienen puentes no convencionales.
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El RMSD, quien indica la divergencia entre las coordenadas atomicas de las
estructuras comparadas de cada conjunto de 20 estructuras, fue 0.23A de la
estructura con puentes convencionales, 0.33A con puentes no convencionales y
1.47A sin puentes disulfuro. El ensamble cuyas estructuras menos divergen entre
si es el que tiene como restriccion puentes convencionales, seguido de cerca por

aquel con puentes no convencionales.

Posteriormente se realiz6 un calculo para determinar la factibilidad de la existencia
de los puentes disulfuro. El conjunto de estructuras con puentes convencionales
exhiben distancias entre 'HB de las cisteinas de entre 4.05 y 4.35A para el primer
puente, 4.76 y 5.21A para el segundo y 3.87 a 5.28A para el tercero; todas estas
distancias caen en el rango de lo permitido para un puente disulfuro. Es importante
mencionar que las distancias entre los 'HB de las cisteinas 9 y 22, que
corresponden a un puente disulfuro no convencional, son mucho menores (2.52-
2.68 A) que aquellas entre los 'HpB de las cisteinas 9 y 26, que corresponden al
puente disulfuro convencional, aun cuando el conjunto de estas 20 estructuras fue

calculado usando como restriccion puentes disulfuro convencionales.

El conjunto de estructuras con puentes no convencionales (es decir, los exhibidos
por la nueva familia de toxinas [5] y, por tanto, los esperados) presento distancias
entre los "HB de las cisteinas de 3.46-5.31 para el primer puente, 2.30-3.71 para el
segundo y 4.22-5.34 para el tercero. La diferencia de las distancias entre los "Hp
de las cisteinas que forman el puente uno convencional contra las que forman el
no convencional no es significativa, pero si es notable que no hay interaccién a
menos de 5.5A entre los "HB de la cisteina 9 y los de la 26, quienes formarian el
puente convencional. Asi, en la estructura que tiene como restriccion los puentes
convencionales parece mas factible un puente no convencional, mientras que las

estructuras cuya restriccion son puentes no convencionales son aceptables.

Finalmente, 6 de las 20 estructuras obtenidas sin restringir puentes disulfuro
exhiben distancias que van de 3.60 a 5.49A entre los "HB de las cisteinas 9 y 22,

sugiriendo la existencia de un puente disulfuro no convencional.
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Por otra parte, los resultados obtenidos por CYANA muestran que las 20

estructuras sin puentes disulfuro violan mas restricciones (que son dadas por la

asignacion de los NOEs) que aquellas con puentes convencionales, quienes a su

vez violan mas restricciones que aquellas con puentes no convencionales. Esto

significa que las estructuras calculadas con puentes disulfuro no convencionales

estdn mas apegadas a la realidad por respetar a un mayor numero de

asignaciones NOE del espectro; ésta es la evidencia mas fuerte de la presencia de

puentes disulfuro no convencionales en M2Tx1.
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Figura 15. Graficos de Ramachandra de las
20 estructuras calculadas en CYANA. Las
zonas en blanco son no permitidas, las
azul claro son generosamente permitidas,
las azul medio son adicionalmente
permitidas y las azul intenso son
favorecidas. El grafico de la izquierda
arriba corresponde a las estructuras
calculadas sin puentes disulfuro, el de la
derecha a las estructuras que tienen
restringidos puentes convencionales y el
de abajo a las estructuras con puentes no

convencionales como restriccion. El
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En los graficos de Ramachandra de los tres calculos realizados en CYANA (figura
15) se observa que en las estructuras que tienen puentes disulfuro no
convencionales como restricciones hay un mayor numero de combinaciones de
angulos y y @ que estan dentro de la regibn mas favorecida, lo cual termina de
confirmar la presencia de puentes disulfuro no convencionales en M2Tx1. En
estos graficos, la combinacién de angulos w y ¢ de las Gly no fueron graficados ya
que tales angulos presentan menos restricciones que las del resto de los
aminoacidos y, por ende, su grafico de Ramachandra de regiones permitidas
presenta una region favorecida de mayor tamafo. Los valores de los angulos y y
¢ de las Gly de M2Tx1 se encuentran en la tabla 2; todas las combinaciones de

angulos estan en la region favorecida del grafico de Ramachandra para la glicina.

Aminoacido (o L
Gly 3 174.32 -144.34
Gly 11 -99.77  -23.16
Gly 15 12746  -177.27

Tabla 2. Valores de ® y ¥ de las glicinas de M2Tx1. Todas las combinaciones de angulos se

encuentran en la regién favorecida del grafico de Ramachandra correspondiente a la glicina.

Finalmente la evidencia que corrobora la existencia de tres puentes disulfuro se
halla via reduccion de los mismos. La reduccion se llevé a cabo utilizando una
disolucién amortiguadora de citratos de pH=3.0 y usando como agente reductor
TCEP. Tras ser reducido, el péptido gandé seis unidades de masa, lo cual
corresponde a la formacién de seis grupos tiol. Por cada puente disulfuro existente
se forman dos grupos tiol, por lo que se concluye la presencia de tres puentes

disulfuro en el péptido.

4.9 Refinamiento de la estructura por dinamica molecular

Conociendo el patron de puentes disulfuro de M2Tx1 el ultimo paso para obtener
su estructura tridimensional fue el refinamiento por dinamica molecular con el
programa AMBER 9. Este devuelve las estructuras cuya energia sea minima,

efectuando calculos que permitan obtener la estructura mas realista posible y que
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tome en cuenta la interaccion del péptido con el disolvente, que en este caso es
agua. La estructura de minima energia se muestra en la figura 16. Se observa que
la representacién de listones exhibe las mismas caracteristicas de estructura

secundaria halladas en k-BUTX-Tt2b y Ts16, que se muestran en la figura 17.

Figura 16. Representacion de listones de M2Tx1, se muestran con amarillo los puentes

disulfuro. Esta toxina exhibe el motivo estructural a/a estabilizado por cisteinas.

Figura 17. Representacion de listones de k-BUTX-Tt2b (izquierda) y Ts16 (derecha), dos
toxinas provenientes de venenos de alacran y que exhiben el motivo estructural a/a
estabilizado por cisteinas. Los puentes disulfuro que forman son no convencionales (C2-C4,

C1-C5, C3-C6) para la familia en la cual habian sido originalmente clasificadas.
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5. (_onclusiones

La estructura tridimensional de M2Tx1 exhibe un motivo a/a estabilizado por
cisteinas tal como el de las toxinas k-BUTX-Tt2b y Ts16, con quienes guarda una
gran similitud en cuanto a estructura primaria se refiere. Ademas los puentes
disulfuro de M2Tx1 no son convencionales (C1-C4, C2-C5, C3-C6), sino los
hallados para la nueva familia de toxinas a la cual pertenecen k-BUTX-Tt2b y Ts16
(C2-C4, C1-C5, C3-Co6). Esto confirma la existencia de un nuevo motivo
estructural en el cual una de las hebras-B del plegamiento encontrado

normalmente es sustituida por una hélice-a.
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APéndicc A\ Disoluciones amortiguadoras

Disolucién amortiguadora de lisis

NaCl 150mM

Tris/HCI 50mM

pH=8

Disolucién amortiguadora de elucion

NaCl 150mM

Imidazol 500mM

Tris/HCI 50mM

pH=8

Disolucién amortiguadora de dialisis

NaCl 75mM

Tris/HCI 50mM

pH=8
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